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Sauerstoffaufnahme durch Vitamin C-haltige Organe 
und durch Gluco-Redukton. 


Von 
Hans y. Euler, Karl Myrbiick und Henry Larsson. 
Mit 11 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mirz 1933.) 


I. Sauerstofizehrung durch Ascorbinsaure. 

C-Vitamin ist, wie durch die griindlichen Untersuchungen 
von Zilva') nachgewiesen wurde, tuferst sauerstoffempfindlich, 
und in Ubereinstimmung damit steht die schon von Szent-Gyérgyi 
gefundene ‘'atsache’), daB der von ihm aus Nebennieren und 
Zitronensaft isolierte Stoff, nunmehr Ascorbinsiiure genannt, be- 
gierig Sauerstoff aufnimmt. An einem uns von Prof. v. Szent- 
Gyérgyi zur Verfiigung gestellten Praiparat wurde die Ge- 
schwindigkeit der Sauerstoffzehrung im Barcroft-Warburg-Apparat 
untersucht, und zwar unter folgenden Bedingungen: 

Die Gefi8e waren mit folgender Mischung beschickt: 1 cem Ascorbin- 
siiurelésung, 10 mg enthaltend, + 2,5 cem Pufferlésung + 1 cem 0,005 n- 
KCN-Lésung + 0,5 cem Wasser. Im Einsatz jedes GefiBes befand sich 
0,5 cem Kalilauge, was aber nicht unbedingt notwendig ist. Erste Ab- 
lesung 10 Minuten nach Eintauchen in den Thermostaten. Temp. 30°. 

Untersucht man die Sauerstoffzehrung der Ascorbinsiiure ohne 
Zusatz von KCN, so ergaben sich bei den mit wechselndem p,, 
angestellten Versuchen unregelmiBige und schlecht reproduzier- 
bare Werte; fiir eine Versuchsreihe sind dieselben in Fig. 1 durch 
+ bezeichnet. Die Annahme lag nahe, daB die UnregelmibBig- 
keiten auf den zufillig wechselnden Mengen von Schwermetall- 
spuren beruhten. Demgemaf ergab sich nach KCN-Zusatz eine 
regelmiibig verlaufende Kurve (in Fig. 1 ausgezogen). Sie zeigt, 
daB die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme in saurer Lésung 


1) Biochemic, J. 21, 689 (1927); 22, 779 (1928); 24, 1687 (1930). 
*) Szent-Gyérgyi, Biochemic. J. 22, 1387 (1928). — Svirbely u. 
Szent-Gyoérgyi, Biochemie. J. 36, 865 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. i 
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relativ gering ist, auf der alkalischen Seite zunimmt, aber erst | der 

von p, = 9 an eine auBerordentlich starke Steigerung erfihrt licl 

(Verdoppelung der Sauerstoffaufnahme bei p,-Verschiebung von | lis 
wi | Sa Se 
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9,0—9,5). Es ist also nicht das Salz bzw. Anion der Ascorbin- i 
siure, welchem diese hohe Oxydationsgeschwindigkeit zukommt, tin 
vielmehr muB diese Aufnahmefiahigkeit fiir Sauerstoff einem doppelt 

geladenen Anion, also dem Anion einer Enolform zukommen. p 
Die von Karrer’) und neuerdings von Micheel?) gefundenen Tat- ons 


sachen machen fiir Ascorbinsiure die Existenz einer solchen | 
Enolform sehr wahrscheinlich.*) 

Die Metallkatalyse der Sauerstoffaufnahme durch Ascorbin- Cu 
siiure wurde durch einige orientierende Messungen in schwach | 
saurer Lésung weiter untersucht, die wir in Fig. 2 zusammen- 


— , 0 

gestellt haben. Bei diesen Messungen wurden grofe Warburg- 0. 
. . . : ) 

gefiBe (Rauminhalt etwa 30 ccm) verwendet; sie enthielten 12 mg 0, 

Ascorbinsiure, 20 mg Natriumacetat und etwa 0,05 ccm der 1-nor- 4 

malen Lisungen der angegebenen Salze. Wie ersichtlich ist Cu 

1) Karrer, Salomon, Schéppu. Morf, Viertelj. Naturf. Ges. Ziirich Sal 

78, 9 (1932). Biochem. Z. 258, 4 (1933). des 
®) Diese Z. 215, 215 (1933). . 

Now 


8) Vgl. auch die Ergebnisse von L. v. Vargha, Nature 130, 847 (1932) 
und von Cox, Hirst u. Reynolds, Nature 130, 888 (1932). 
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der stirkste Katalysator. Mangan und Nickel beschleunigen erheb- 
lich weniger, Kobaltsulfat hemmt sogar etwas. Aus Ascorbinsiiure- 
lésung fallt bei Kupfersulfatzusatz bekanntlich unmittelbar Cu,O aus. 


acre 








g 


Minuten > 
Fig. 2. 


Uber die Einwirkung kleiner Mengen von Kupfersulfat wurde 
eine besondere Versuchsreihe angestellt. Die Salzlésung befand 
sich in der seitlichen Retorte des AbsorptionsgefiBes; sie wurde 
durch Drehen in die Hexuronsiiurelésung entleert, nachdem diese 
die Temperatur 30° angenommen hatte. 

Die Tab. I zeigt, daf& die Oxydationsgeschwindigkeit (bei 
Py = etwa 6) durch 2 y Cu nach 6 Minuten rund verzehnfacht 
wird. 


Tabelle IL. 











Cu-Konzen- | ___ > — _emm O,- , a 

tration 6 | 15 35 | 50 80 105 165 220 Min. 
0 9] — 68 | — | 18:0; — | — 440 
0,0002 mg 9 | 29 | 65 | 95 177 226 353 438 
0,002 87 | 182 | 328 | 402 5D1 595 685 698 
0,01 158 | 320 | 522 | 600 | 706 | 725 725 | 

1 303 | 515 | 524 | 524 =~ — | 824 524 


Kin entsprechender Versuch wurde mit Ferroionen (Mohrs 
Salz) angestellt. Tab. II zeigt, daB hier die katalytische Wirkung 
des Eisens unvergleichlich geringer ist als diejenige des Kupfers. 
Noch geringer erwies sich die Wirkung von AgNO,. Durch 100 y 
wird die Reaktionsgeschwindigkeit nur ungefiihr verdoppelt. 

]1* 
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Tabelle IL 














a = emm QO, 

tration » 45 30 45 | 165 Min. 
0 52 98 139 390 
0,00064 mg 36 56 79 317 
0,0064 90 158 214 545 
0,064 108 202 273 620 
0,64 242 424 DOD 603 


Ascorbinsiure ist von Szent-Gyérgyi aus Nebennieren dar- 
gestellt worden. Der in diesem Institut’) gefiihrte Nachweis, dab 
Nebennieren die C-vitaminreichsten tierischen Organe sind, wurde 
kiirzlich durch Versuche einerseits von Harris und Ray?) be- 
stiitigt, andererseits von Zilva.*) Untersucht man Nebennieren- 
schnitte im Barcroft-Warburg-Apparat, so macht sich die Sauer- 
stoffzehrung der Ascorbinsiure dabei geltend und spielt sogar 
eine wesentliche Rolle. Da wir, wie im folgenden Abschnitt an- 
gegeben wird, Nebennierenausziige zum ‘Teil in Ringerlésung, zum 
Teil in Phosphat—Pufferlésung untersucht haben, wurde die Sauer- 
stoffzehrung der reinen Ascorbinsiiure ebenfalls in diesen beiden 
Medien untersucht, und zwar in Riicksicht auf obige Befunde 
mit und ohne KON-Zusatz. 

Daf in dem in Tab. IV angegebenen Versuch die Sauerstoff- 
zehrung gréBer gefunden wird als in Tab. III beruht auf der in 
letzterem Versuch 10 mal gréBeren Ascorbinsiuremenge. 
Sauerstoffoxydation der Ascorbinsiure + Ringerlésung und 

Phosphatpuffer (sek. Phosphat p, = 8,6) mit und ohne KCN. 


In den GefiBen 2 cem Ascorbinsiurelésung (0,07 mg/2 ecm) + 3 cem 
Ringerlésung oder Puffer py = 8,6. 


Tabelle III. 











emm QO, 
Lésung aera meen ee enema 
15 | 30 45 | 90 | 120 Min. 
2cem Asc. + Ringer 16 | 23 26 28 | — 
desgl. 15 22 24 26 | 29 
2ecm Asc. + Puffer — | 2 5  ¢4 
desgl. ae oe | 2 | 2 


1) Euler u. Klussmann, Sv. Kem. Tidskr. 44, 290 (1932). 
*) Biochemie. J. 26, 2067 (1932). 
3) Biochemie. J. 26, 2182 (1932). 
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In den GefiBen 2 cem Ascorbinsiurelésung (0,7 mg/2 ccm) + 2,5 ccm 
Ringerlésung bzw. Phosphatpuffer py = 8,6 + 0,5 com KCN-Lésung (0,01 n.) 

















bzw. H,0O. 
Tabelle IV. 
emm QO, 
Nr. Lésung 7 oa x 
15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120 Min. 

1 2cem Ase. + Ringer + KCN | 27 | 47 | 66 | 78 | 97 111 

2 desgl. 30 53 | 69 83 | 103 117 

3 | 2cem Ase. + Ringer + H,O 42 | 70 | 88 | 93 | 97 99 

4 desgl. 38 | 66 17 89 93 96 

5 | 2eem Ase. + Puffer + KCN 5 19 | 24 | 30 | 43 56 


Der Vergleich zwischen Zeilen 1—4 mit Zeile 5 zeigt, dab 
die Sauerstoffaufnahme in Ringerlésung schneller verliuft als in 
Phosphatpuffer. 

Die Tabellen zeigen, daB die Ascorbinsiiure durch die Ringer- 
lésung aktiviert wird. Eine geringe Aktivierung erfolgt auch 
durch KCN. Es entspricht dies gleichzeitigen Befunden mit der 
Methylenblaumethodik, und diirfte auf eine Bindung der Blau- 
siure an die Carbonylgruppe der Ascorbinsiure zuriickzufihren 
sein; dem gebildeten Oxynitril diirfte dann eine héhere Reduktions- 
fahigkeit zukommen, wie dies bereits an anderer Stelle’) betont 
ist. Gegentiber dieser KCN-Aktivierung kommt die Bindung der 
katalysierenden Schwermetallspuren durch KCN nicht in Betracht. 

Kin geringer Teil der erhéhten Geschwindigkeit der Sauer- 
stoffzehrung durch Ringerlésung ist auf die ein wenig erhdhte 
Alkalinitit zuriickzufiihren. Der gréBte Teil aber ist veranlaBt durch 
die in die Ringerlésung eingehenden Salze. Wir haben deswegen 
besonders den Kinflu8 von CaCl,, NaCl und NaHCO, untersucht. 

In der folgenden Tabelle entsprechen die Konzentrationen 
der Salzlésungen bzw. die Mengen der Salze in jedem Gefif den- 
jenigen Mengen, welche in gleichem Volumen der Ringerliésung 
vorkommen. 

Ohne p,-Erhéhung aktiviert CaCl, etwa aufs 3 fache, NaCl 
aufs doppelte. Beim Zusatz von Ringerlésung und NaHCoO,- 
Lésung wird p,, von 8,6 bis 9,1 verschoben. 
Sauerstoffoxydation der Ascorbinsiure + Salzlésungen und 

Ringerlésung. 
In den GefiBen: A. 1 cem Ascorbinsiure (0,5 mg/eem) + 2 cem Salzlésung 
bzw. Ringerlésung bzw. Wasser + 2cem Phosphatpuffer 
(Pu = 8,6). 


1) Euler u. Klussmann, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 11 B, Nr. 13. 
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In den GefiSen: B. 3 ecm Ringerlésung (enthaltend 0,5 mg Ascorbinsiure) 














+ 2ccem Phosphatpuffer bzw. Wasser (p,;; = 8,6). Phos 
| lésw 
Tabelle V. | 
——— — =_ ' 
pu, colori- — 
emm Oy, metrisch 
Lésung bestimmt 
Pa : | am Ende 
Min. | 15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120] deg Vers. 
A. CaCl, (0,61 mg/2cem) .. . | 19 | 80 | 36 | 89 | 41 | 44 | O 
des ] 19 29 Qy 39 41 46 | Pu = 8,6 
S21. 7 J | 04 o 4 Oe ) . 
NaCl (21,6 mg/2cem). . . . | 19 | 24 | 27 | 30 | —- | 32 ” 
desgl. 8 | 13 | 15 | 20 | - 23 aca titalnd ad 5 
: 2g ° . . . . « o +) ya) ae » 
B. 3ccm Ringerlés.+ 2ccm Puffer | 25 35 40 50 «9.3 
desgl. 16 | 30 | 35 | 42 | 45 |f Pa =” . 
A. NaHCO, (6,5 mg/2ecem). . . | 11 | 22 | 28 33 388 | 40] py=9,1 5 
| ee eee ee 5| 91] 12] 14) 16 18 || =8,6 ) 
ere wnn © ta se se 7 eng ** ' 
B. 3cem Ringerlésung. .. . . | 14 21 | 26 29) 31 | 33 
desgl. 29 | 388 | 41 43) — | 46 Pu = 9,1 
Methylenblauentfarbung durch Ascorbinsaure. ( 

In zwei vorhergehenden Mitteilungen sind einige orientierende 
Messungen iiber die Reduktion von Methylenblau durch Ascorbin- ; 
: va 
siure und durch Reduktion angegeben worden. Auf Grund der- i 
selben haben wir in Erwagung gezogen, daB die Mb-Entfirbung 
durch Kohlehydrate in rein alkalischer Lisung und durch Kohle- 
hydrat—Dehydrogenasen in dem Mafe erfolgt, als die reduzierenden 
Spaltprodukte Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und Methylglyoxal — , 
und besonders der hochreduzierende Stoff Redukton entsteht. 

Kine Fortsetzung dieser Versuche hat unsere Aufmerksamkeit we 
auf die p,,-Kurve der Mb-Entfiirbung durch Ascorbinsiiure gelenkt. si} 
Die Aciditiitsfunktion der Mb-Entfiirbung in enzymatischen M 
Systemen ist zwar durch Thunberg und seine Mitarbeiter mehr- we 
fach bearbeitet worden, tiber den p,-Kinflu8 auf die nicht enzy- hi 
matische Reduktion ist aber noch wenig bekannt.!) di 

Methodik. Fiir die Versuche wurden Thunbergréhren verwendet. Nach 
Einfiillung der Reaktionsmischung und Evakuierung der Réhren wurden die- st 
selben in einen Wasserthermostaten eingesenkt, dessen Temperatur 30° war. (v 
Nach 5 Minuten (als die Mischung die richtige Temperatur bekommen hatte) | 
wurden die Réhren gewendet und die Zeit bis zur vdélligen Entfirbung 
bestimmt. Sé 

1) Euler u. Malm, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 9, 1933; p 


Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 12, 1933. 
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In jeder Thunbergréhre 1ccem Ascorbinsiure (10 mg/cem) + 0,5cem 
Phosphatpuffer + 0,5 cem H,O. In den Innerréhren 0,5 ccm Methylenblau- 
lésung (0,2505 g/1000 eem H,0). 


Tabelle VI. 











Elektrometrische 
, -Bestimmung 
-ufferlésung intfirbungszeit | Pay . 
Pufferlésung ntfirbungsze in Vergleichs- 
lésungen 
Ce Oe ee a wae es 6 Min. Pa = 1,68 
1 °/,ige KH,PO,-Lésung, py = 4,48 . 
5 /,ige Phosphatmischung, py = 5,3 T » . 
Nicht entfirbt | | <n 
5 lige ~¢4 J] Ni yy = 5,67 
a " Pu~"* \1 in 10 Stdn. | { PH a 
1 /,ige ‘i Pu = 6,77 17 Min. PH = 3,84 
5 /,ige ¥ Pu = 6,9 220, Po = 6,08 
5 °/,ige ‘i Pu = 7,3 206 
5 "/oige ; PH = 7,72 85 
5 /,ige am Po = 8,6 60 


In den folgenden Versuchen war die Ascorbinsiure auf py = 5,3 
durch 0,1 n-NaOH neutralisiert. 


Nicht entfiirbt | | m4 
Ohne Puffer ‘n 10 Stdn. PH = 5,8 
1°/,ige KH,PO,-Lésung, py, = 4,48 desgl. Po = 5,17 
5 /,ige Phosphatmischung, py = 5,3 desgl. Pu = 5,3 
5 °/,ige ‘5 Pu = 6,4 193 Min. PH = 6,45 
1 °/,ige ‘ Py = 6,77 \) 
5 */,ige - Pu = 6,9 \  _ PH = 6,78 
5 /,ige ‘ Pr = 7,3 59 
5 °/,ige . Pu = 7,72 mm 4 Pu = 7,68 
5 9 ,ige + Pu = 8,6 ee Pu = 8,1 








Wie aus der Tab. VI und deutlicher aus der Fig.2b hervor- 
geht, zeigt die Entfiirbungsgeschwindigkeit des Mb durch Ascorbin- 
siure ein sehr ausgesprochenes Minimum bei p,, = 5—7. Dieses 
Minimum scheint uns von allgemeinem Gesichtspunkt aus bemerkens- 
wert. Die Form der Kurve der Fig. 2b deutet naimlich darauf 
hin, daB die p,,-Funktion der untersuchten Reaktion bedingt ist 
durch den Einflu8 der Aciditit auf 

1. die Ascorbinsiiure, welche in saurer Lisung verhiltnismiibig 
stabil ist und von etwa p,, = 8 an begierig Sauerstoft aufnimmt 
(vgl. Fig. 1), 

2. das Methylenblau, dessen Oxydationswirkung besonders in 
saurer Lésung hervorzutreten scheint. 

Folgende Versuche wurden gemacht, um die EKinwirkung von 
Phosphat zu studieren. 
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Tabelle VU. 














} , Ablesungszeit in Minuten 
Reaktionsmischung ) 
A | B C 
1 cem Pufferlés., py = 7,72 + 1 ccm | - 
1°/,ige Ascorbinsiure . . . ; 24 | #138 | 14 
0,5 cem Pufferlés. + 0,5 ecm H, 0 | | 
+1cem Ascorbinsiure .. . , 29 | 20 | 21 
0,25 cem Pufferlés. + 0,75 cem H, 0 | | 
+1cem Ascorbinsiure .. . 55 | 28 41 
0,125 cem Pufferlés. + 0,875 cem HL O | 
+1cem Ascorbinsiure ..... . 101 | 938 | ~~ 102 


In simtlichen Innerréhren 0,5 cem Methylenblaulésung (0,2505 g/1000 ccm). 


A. Evakuiert und gewandt nach 5 Minuten. 

B. Evakuiert und gewandt nach 35 Minuten. 

C. Nicht evakuiert und nicht gewandt in 30 Minuten. Dann evakuiert 
und gewandt nach 5 Minuten. 








N 

™ | 
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dS 
4 | 
el / 
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g 2 4 6 o 
Fy - 
Fig. 2b. 


Die Entfarbung des Methylenblaues in rein alkalischer Zucker- 
lésung geschieht tiber Dioxyaceton bzw. Redukton. Wir vermuten, 
daB auch die enzymatische Entfirbung des Mb durch Dehydro- 
genasen iiber Dioxyaceton oder ein Redukton geht, wobei Co- 
Zymase mitwirkt. 


II. Sauerstoffizehrung durch Gluco-Redukton. 


Erwirmt man Glucose oder andere Hexosen in etwa 0,2 n- 
Natronlauge, so zeigt die Lésung eine Reduktionsfihigkeit, welche 
derjenigen der Ascorbinsiure gleichartig ist.’) Diese Reduktions- 
fahigkeit ist auf Stoffe zuriickzufiihren, welche hier vorliufig als 
Reduktone bezeichnet werden.?) Gleichzeitig entstehen Dioxy- 


) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 8. 

*) Euler u. Klussmann, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 12; 
Euler u. Martius, Sv. Kem. Tidskr. 45, 73 (1933); Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi 11B, Nr. 15 (1933). 
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aceton und Methylglyoxal (ersteres iiberwiegt im Gleichgewicht 
wesentlich), welche zwar bei Zimmertemperatur in saurer oder 
neutraler Lésung den Phenol—Indophenol-Indikator nicht redu- 
zieren, aber in alkalischer Lisung eine Reduktionsfihigkeit zeigen, 
welche die der Hexosen weit iibertrifit. 

Die Reduktionsfihigkeit der Ascorbinsiure und unseres Re- 
duktons ist verglichen worden gegeniiber 2,6-Dichlorphenol- 
Indophenol und gegeniiber Methylenblau. Gleichzeitig haben wir 
mit dem Warburgapparat die Geschwindigkeit gemessen, womit 
diese Stoffe molekularen Sauerstoff aufnehmen; dies geschah be- 
sonders in Riicksicht auf die Frage, ob sich in Gewebsschnitten 
der Nebennieren neben Ascorbinsiure auch Umwandlungsprodukte 
der Zucker von ihnlicher Reduktionsfihigkeit wie die Ascorbin- 
siure finden. 

Bei siimtlichen Versuchen wurden WarburggefiBe von 30 ccm 
Inhalt angewandt. Ablesung 10 Minuten nach Einfiihrung der 
GefaiBe in den Thermostaten. Die Oxydation wurde durchweg mit 
Luft vorgenommen. 


VersuchI. Alkalisch erwirmte Glucoselésung. 


20 cem 10°/,ige Glucoselésung + 2 ccm 2n-NaOH 10 Minuten auf 77° 
erwirmt, dann neutralisiert (Lés. A, Red. 48cem Ph.-Ind. per Kubikzentimeter). 

2cem dieser Lésung A + 0,5 ccm 0,01 n-KCN-Lésung + 2,5 cem Puffer- 
lésung. 

Die Versuchspunkte findet man in der Fig. 3 angegeben. Derselben 
sind die folgenden Zahlen entnommen, welche die Beziehung zwischen den 


400... >. 
L ~¢ 
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7200 + a 

1 | — 

'7000 * Pa 

- 
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Fig. 3. In Alkali erwirmte Glucose bei wechselndem p;;; Zusatz von KON. 
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Werten cmm QO,/Stunden (berechnet nach ‘/, stiindiger Versuchszeit) und py Par 
erkennen lassen. «hn 
PH 8,61 9,32 9,85 ] 1,0 
emm O,/Stunden 678 820 1168 1800 
} 


Das sturke Ansteigen der Sauerstofizehrung mit steigender 
Alkalinitiit entspricht ganz dem bei Ascorbinsiure beobachteten. | 
Vel. Fig. 1 und 


Versuch IL Alkalisch erwirmte Dioxyacetonlésung. 


20 cem Dioxyaceton 2°/,, + 2 cem 2 n-NaOH, 10 Minuten auf 77° er- 
wirmt, dann neutralisiert (Red. per Kubikzentimeter 30 ccm Ph.-Ind.) Lésung B. 

Von dieser Lisung B 2 cem + 0,5 com KCN + 2,5 cem Puffer. 

Einen Auszug aus den Beobachtungen gibt die Tab. VIII. 


Tabelle VIII. 














emm QO, 
PH Puffer | 
:-7 15 0 | 40 | 60 95 Min. 
’ 
etwa 5 Ohne Puffer 80 | 50, 62) TT 85 | 102 127 
8,61 Boratpufter 58 | 109 178 | 322 380] 465 547 
9,32 ‘ 108 | 195 280 480 497} 584 | 642 
9,85 | Glykokollpuffer | 189 871 502 736 830! 970 | 1134 
11,0 197 | 392 | 577 | «980-1136 | 1350 | 1476 


Folgende Zusammenstellung der Werte cmm O,/Stunden berechnet fiir 
Ablesung nach 30 Minuten zeigt den starken Einflu8 der Alkalinitit. 


Po= sauer 8,61 9,32 9,85 11,0 
emm QO,/Stunde = 154 644 860 1474 1960 


Die gekochte Dioxyacetonlisung ist gelb, und es hat sich 
in derselben Gluco-Redukton gebildet. Gegeniiber dem Phenol— , 
Indophenol-Indicator hat durch das Erwirmen die Dioxyaceton- 
lésung ein bedentend héheres Reduktionsvermégen gewonnen als 
die unveriinderte Dioxyacetonlésung. Durch folgenden Versuch 
sollten auch die Werte cmm O,/Stunden verglichen werden. 


Versuch III. 


2°/,ige, alkalische Dioxyacetonlésung wurde wie in Versuch II erwirmt, 


dann neutralisiert, Lésung B. Zum Parallelversuch wurde die 2°/,ige Di- ang 
oxyacetonlésung mit der gleichen Menge Alkali bei Zimmertemperatur ge- und 
mischt, dann neutralisiert. Lésung B,. Tin 

Man sieht aus der Kurve der Fig. 4, daB die erwirmte Di- sehi 


oxyacetonlisung (z. B. nach 60 Minuten bei p, = 9,9) mehr als 
doppelt so schnell oxydiert wird wie die nicht erwirmte. Die H,0 
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Py-Abhingigkeit des Reduktons aus Dioxyaceton ist offenbar ganz 
iihnlich der mit Ascorbinsiure erhaltenen. Fig. 5. 
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Fig. 5. 
Versuch IV. 

Wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei Versuch II] 
angestellt. Die Sauerstoffzehrung einer 2°/, igen Dioxyacetonlisung 
und einer entsprechenden Methylglyoxallésung wurden verglichen. 
Im ersteren Fall ist die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme 
sehr viel gréBer, wie man aus folgender Tab. [X ersieht. 


2 eem Dioxyacetonlésung bzw. 2 cem Methylglyoxallésung + 0,5 cem 
H,O + 2,5 eem Puffer (kein KCN-Zusatz). 
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Tabelle IX. 














emm O, 
Lésung amen | 
10 25 | 35 45 60 75 Min. 

! 
Dioxyaceton 286 582 790 870 1040 1180 
* : 238 497 640 762 915 | 1042 
Methylglyoxal . 5 27 54 86 | 140 | 188 
9 ‘ 13 39D 56 85 130 | 178 


Versuch V. 
Luftoxydation des Dioxyacetons in Gegenwart von KCN-Loésung. 


In den GefiBen: 1 cem 1°/,ige Dioxyacetonlésung + 1 cem 0,005 n- 
KCN-Lésung + 0,5 cem H,O + 2,5 ecm Puffer. 


Tabelle X. 














emm QO, 
Puffer aes aecceune: 
10 20 | 30 | 45 | 75 | 120 Min. 

Phosphatpuffer, py = 6,4 102 | 141 | 153 | 172 | 210 246 
PH = 6,4 62 | 102 121 | 140 172 210 
x Pu = 7,3 66 | 104 | 128 | 150 180 217 
i" Pu = 7,8 45 | 77 95 | 117 147 177 
* Pu = 8,6 26 31 38 49 66 89 
‘. Pu = 8,6 42 5 60 68 86 110 
Boratpuffer, Pu = 9,4 18 30 37 46 57 73 
99 Pu = 9,4 12 25 29 37 51 66 
Glykokollpuffer, py, = 11,0 33 64 90 1388 819 529 
- Pu =11,0 37 TO 99 152 353 570 
Ohne Puffer, Po = 4,5 66 | 93 102 104 112 118 





Die Reduktionsfihigkeit der nicht erwarmten Dioxyaceton- 
lésung nimmt im p,-Gebiet 6,4 bis 9,4 ab. Bei einem Versuch 
ohne Puffer, bei etwa p,, = 4,5 wurden die in der letzten Zeile 
der Tabelle angegebenen Werte erhalten. Ein Versuch mit Glyko- 
kollputfer, p,, = 11,0 ergab stark erhihte Reduktionswerte, welche 
sich nicht auf die Aktivierung, sondern auf eine p,,-Verschiebung 
durch das Glykokoll zuriickfiihren lassen. Dies zeigt der folgende 
Versuch VI. 


Versuch VI. 


In den WarburggefiBen: 1 ccm 1°/,ige Dioxyacetonlésung + 1 ccm 
0,005 n-KCN-Loésung (bzw. Wasser) + 0,5 cem Wasser + 2,5 cem Puffer. 

Die Versuchsdaten findet man in der Fig. 6 zusammengestellt. 
Man sieht aus den Kurven, wie stark die KCN-Wirkung von der 
Aciditiit der Lésung abhiingig ist: Bei p,, = 6,4 (also in Gegen- 
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wart von freier Blausiure) tritt noch Aktivierung ein, wiihrend 
KCN in Gegenwart von Phosphatpuffer') bei p, = 8,6 schon 
hemmt, vermutlich wegen Bindung der Schwermetallkatalysatoren. 
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Fig. 6. Dioxyaceton mit und ohne KCN (Versuch VI). 


Mit dem Phenol-Indophenol-Indikator war festgestellt worden, 
daB alle alkalisch behandelten einfachen Zuckerarten Reduktone 
bilden. Auferdem die Disaccharide mit freier Aldehydgruppe. 
Die Titrationswerte unterschieden sich mit ungefaihr 30°/,.”) Der 
Sauerstoffverbrauch der aus den verschiedenen Monosen erhal- 
tenen Lisungen wurde gleichzeitig durch die Methylenblaumethode 
und im Warburgapparat untersucht. Letztere Versuche ergeben 
bei gleichheitlicher Erwirmung unter iibereinstimmenden Konzen- 
trationsbedingungen die kleinste Geschwindigkeit der Sauerstoft- 
aufnahme bei Mannose; wird diese =1 gesetzt, so ist der Wert 
cmm Q,/Stunde bei p, = ¢:a 12,5 

Glucose = 5 Fructose = 14 
Arabinose = 9 Xylose = 15 


Die Verhiltnisse der Entfairbungsgeschwindigkeiten fiir Man- 
nose, Glucose und Fructose betragen 1 zu 1,1 zu 3,4, wobei die 
Alkalinitiit anniihernd dieselbe war. Als Beispiel fiir die einzelnen 
Versuche geben wir folgende 2 Tabellen, welche sich auf die Luft- 
oxydation bei verschiedenen Alkalinitiiten mit und ohne Zusatz 
von KCN beziehen. 


1) Vgl. hierzu die Arbeiten von H. A. Spoehr, J. Amer. Chem. Soc. 


46, 1494 (1924); 48, 236 (1926), 
*) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 8. 
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Tabelle XI. die 
a : Pu 
L3 . eae been Ms d Ohne 
sung i | I 
10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 75 |90Min.| KCN } 
Fructose | 225 | 445 | 655 | 850 | 1035 | 1185 | 1455 | 1655 
| = 126 unte 
" 242 | 482 | 705 | 910 | 1100 | 1290 | 1550 | 1775 | PH = 12,6 a 
Glucose 41 | 91 | 149 | 206 | 268 | 3836 438 | 540 = 125 rg 
i. 38 | 941 160 | 226| 296) 378 | 496! 614 | PH= *%° hyd 
Tabelle XII. Stof 
Phosphatpuffer p,; = 8,3 mit KCN. hete 
emm QO, hei 
Lésung : hinnisiini al 
15 | 30 75 _ 105 Min. star. 
F — “a —————— — = ——————— —— Saag } } at 
ructose .... 22 27 f AT 
e ak ak i 7 10 12 17 brat 
Glucose .... 5 3} 3 5 riba 
a are 19 19 | Ji 24 hoh 
2cem 4°/,ige Hexoselésung + 0,5 cem 0,01 n-KCN + 2,5cem Pufferlésung. sich 
we0o; | | a sucl 








Aylose baw. Arodinose * PQ,.- Puff] 
pat = ; — r - 2 en - 
0 023 48 60 75 G0 
MDT ER seemnaiiiecad 
Fig. 7. 





Wie stark das Verhiltnis der Sauerstoffzehrung verschiedener 
Zucker von der Alkalinitit abhingt, zeigt obige Fig. 7, welche 
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die Sauerstoffaufnahme in cmm QO, fiir Xylose und Arabinose bei 
py = 8,8 und 12,5 wiedergibt. 


III. Sauerstoffzehrung durch Organschnitte und Organextrakte. 


Die besonders von Warburg und seinen Schiilern systematisch 
untersuchte Sauerstoffzehrung durch die verschiedensten tierischen 
Organschnitte ist in der Regel auf die Oxydation der Kohlen- 
hydrate bei der Atmung zuriickgefiihrt worden. Welche speziellen 
Stoffe an der Sauerstoffzehrung durch die einzelnen Gewebe noch 
heteiligt sein kénnen, ist nur in einzelnen Fallen diskutiert worden. 

Nachdem sich bei der Untersuchung der Ascorbinsiiure und 
bei dem in diesem Institut’) gefiihrten Nachweis der besonders 
starken Vitamin-C-Konzentration in der Nebenniere der Schlub 
hat ziehen lassen, daB ein wesentlicher Teil des Sauerstofiver- 
brauches von Nebennierenschnitten von der Ascorbinsiiure her- 
riihren mub, haben wir Nebennieren und die ebenfalls durch einen 
hohen Vitamin-C-Gehalt ausgezeichneten Thymusdriisen*) in Riick- 
sicht auf die Beteiligung des C-Vitamins an der Reduktion unter- 
sucht. 


- 
~ 


ecm O,/g Substan 





SME? 





Fig. 8. 


1) Euler u. Klussmann, Sv. Kem. Tidskr. 44, 288 (1932). 
* Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 7. 
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Wie schon unsere Messungen gezeigt haben, ist der hohe 
C-Vitamingehalt der Nebennieren auf die Rinde_beschriinkt, 
wiihrend das Mark andere Organe nur wenig iibertrifft. Das Ver- 
haltnis der Sauerstoffzehrung zwischen Rinde und Mark konnte 
deswegen in gleichem Sinne liegend erwartet werden. Die Ver- 
suche haben aber das entgegengesetzte Verhiltnis gezeigt, indem 
die Werte cmm O, abgelesen nach etwa 1 Stunde fiir Mark nahezu 
3mal so hoch liegen als fiir Rinde (Fig. 8). Diesen Befund haben 
wir vielfach kontrolliert und weiter verfolgt. 

Wie die Tab. XIII zeigt, welche sich auf 4 Versuchsreihen 
erstreckt, ist die Geschwindigkeit der Sauerstofiaufnahme im Mark 


Tabelle XIII. 























emm QO. nach mg emm CO,/mg Trocken- 
Organ , Trocken- | geWicht ber. nach 
30 Min. | 60 Min. | gewicht 30 Min. | 60 Min. 
Nebenniere, Rinde 36 | 60 22.5 3,2 2,7 
* 7 46 20,1 2.7 | 2,3 
Mark 22 99 7,8 5,6 12,7 
mM 24 116 10,1 4,8 11,5 
Rinde 54 sO 31,3 3,5 3,1 
a 44 | 75 25,3 3,5 3,0 
Mark 49 | 184 27,6 3,6 6,7 
Rinde 102 | ~= +189 76,4 2.7 2,5 
Mark 48 | 240 35,5 2,7 6,8 
is 43 175 28,7 3,0 6,1 
Rinde 60 | 104 28,4 4,2 3.7 
” 56 =| 100 29,4 3,8 3,4 
Mark 59 «6| = (199 21,4 5,5 9,8 
a 61 | 232 20,9 5,8 11,1 
Thymus 102 194 66,6 3,1 | 2,9 
ss 154 296 109,5 2,8 2,7 
86 156 57,1 3,0 2,7 
_ 73 130 51,2 2.9 2,5 
109 198 73,5 30 | 2.7 
Leber 35 | 5 29,3 24 | 26 
40 80 33,7 24 | 2 

92 172 66,7 2,8 2,6 
_ 67 48,7 wo 1,4 
: 122 17,4 _ 1,6 
17 54,3 1,4 
° 17 112 70,0 22 | 1,6 
‘ 159 237 109,5 29 | 2,7 

















If. 
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2—5 mal so hoch als in der Rinde. Die Verhialtniszahlen schwan- 
ken, wie die Zahlen zeigen, erheblich; als mittleres Verhiltnis 
kann etwa 1—3 angegeben werden. 

Der merkwiirdige Sauerstoffverbrauch durch das Mark der 
Nebennieren hiangt vielleicht zusammen mit der Bildung von 
Omega—Adrenalin?), welches ein Oxydationsprodukt des Adrenalins 
ist und die Oxydation des Adrenalins katalytisch férdert. 


Versuch VII. Sauerstoffzehrung durch Adrenalin + Fructose 
bzw. Dioxyaceton in Ringerlésung. 
[. Adrenalinlésung: 6 mg Adrenalin gelést in 1 cem Wasser + 0,1 ccm 
4 n-Essigsiiure + 8,9 cem Ringerlésung. 
Il. Fructoselésung. 400 mg Fructose in 10 ccm Ringerlésung. 
Ili. Dioxyacetonlésung. 400 mg Dioxyacetonlésung in 10 ccm Ringerlésung. 


Tabelle XIV. 


Sauerstoffabsorption. 











emm O, 
Lésung pa ‘ae te : 
15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120 Min. 

icem I + 1 ecem Ringerlés. 62 104 | 126 | 187 | 157 | 168 
desgl. 74 | 130 | 166 | 174 | 192 198 
leem l+iecemIl.... 73 108 | 127 | 138 162 172 
desgl. —T 67 105 | 122 | 134 -- 
leemI+icemIIl.... | 40 84 | 124 | 153 | 204 239 
desgl. a hae 34 78 | 112 | 146 | 197 232 
1eem II + 1cem Ringerlés. 7 17 -j— 20 22 
desgl. ~ 13 15 — | —_ 18 20 
1cem III + 1 cem Ringerlés. | 18 37 52 | 68 94 121 


Zum Vergleich wurde eine Adrenalinlésung mit und ohne Zusatz von 
Ascorbinsiiure untersucht. 
Tabelle XV. 


A. Adrenalinlésung: 10,4 mg Adrenalin in 12 ccm '/,. n-Essigsiure 
+ 19,6 cem Ringerlésung. Enthilt also 0,5 mg Adrenalin per cem. 

B. Ascorbinséurelésung: 1,9 mg in 27,15 cem Ringerlésung. Enthilt 
also 0,07 mg Ascorbinsiiure per ccm. 














emm QO, 

Lésung id Caen es weamEt 

15 | 30 | 60 | 120 Min. 
leem A + 1 cem Ringerlésung 75 117 | 146 169 
desgl. 72 112 146 175 
1eem A + 1 cem B 74 110 143 168 
desgl. a a ae 77 123 158 | 178 
1eem B + 1 cem Ringerlésung 17 26 -- 43 
desgl. 9 12 7 30 


1) Kisch, Biochem. Z. 220, 84 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXVIT. 
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Das Adrenalin vermindert die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme 
sowohl der Ascorbinsiure als des Dioxyacetons.’) Versuch mit gréBeren 
Adrenalinmengen (vgl. Tab. XTX). 


Tabelle XVI. 














cmm O, 
Extrakte es | : | , a a sai i: 
15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 130 Min. 
Ringerextrakt von Rinde 23 | 26 31 36 42 49 
9 9 20 | 27 32 | 40 45 52 
, Mark | 110 | 203 | 270 | 318 | 3875 413 
¥ _ a 109 | 204 | 270 | 317 | 3874 | 416 
Sdureextrakt von Rinde 15 | 24 27 | 80 36 39 
- 15 | 19 21 27 32 37 
Mark i @Y #21 *@ 9 9 
8 | 8 | 8 11 11 11 


Versuch VIII. Extrakte von Rinde und Mark der Nebennieren. 


In jedem GefiB 2 cem Extrakt. Im Einsatz KOH. Der Extrakt wurde 
dargestellt durch Reiben des Gewebes mit Ringerlésung bzw. mit verdiinnter 
Essigsiiure. Filtration durch Watte. Der saure Extrakt wurde vor Beginn 
des Versuches mit NaOH neutralisiert. 


Tabelle XVII. 


























emm O,/g Organ 

Extrakte irae a eo ee eee ee 

15 | 30 | 45 60 90 | 130 Min. 
Ringerextrakt von Rinde 115 | 130 155 | 180 210 | 245 
" — 100 | 135 | 160 | 200 | 225 | 260 
Mark 705 | 1301 | 1731 | 2038 | 2404 | 2648 
" ” ” 699 | 1308 1731 | 2032 | 2398 2667 
Siiureextrakt von Rinde 36 | 57 | 64] 72 86 93 
mR 81 | 45 50 | 64 76 88 
Mark 30 | 60 60 | 90 90 90 
" e 80 | 80 80 | 110 110 110 








Hervorzuheben ist folgende Tatsache: Das Verhiltnis der 
Oxydationsgeschwindigkeit des Markextraktes zu dem des Rinden- 
extraktes hingt ganz davon ab, ob die Extrakte mit Ringer- 
lésung hergestellt sind oder mit verdiinnter Essigsiure. In erste- 
rem Falle itbertrifft die Sauerstofizehrung des Markextraktes 
diejenige des Rindenextraktes um das 10- bis 20-fache. Man kénnte 





1) Uber den EinfluB des Adrenalins auf die Gewebsoxydation vgl. 
auch U. 8. v. Euler, Skand. Arch. Physiol. 59, 1 (1930). 
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' schlieBen wollen, daB im Markextrakt durch die Ringerliésung 
ein Stoff extrahiert wird, welchen die Rinde nicht oder nur in 
sehr geringer Konzentration besitzt. Der Vergleich mit Tab. XIX 
zeigt, daB es sich hier nicht um den Unterschied in der Ascorbin- 
siure, und auch nicht um den Unterschied beziiglich des 
Adrenalins handeln kann. Der EinfluB dieser Stoffe ist ein anderer 
als der hier gefundene Unterschied. 
Gegeniiber Phenol-Indophenol-Indikator sind die relativen 
Titrationswerte folgendermaBen gefunden worden: 


Rinde I: 1,6 Mark I: 1,5 
Rinde II: 2 Mark II: 1,96. 


Versuch IX. 


¢xtrakt von Mark der Nebennieren. Die Extrakte wurden in gleicher 
Weise dargestellt wie in Versuch X. Der mit Ringerliésung hergestellte 
Extrakt wurde 5 Minuten auf dem Wasserbad unter Stickstoff erhitzt, um 
die Enzyme zu inaktivieren. 

Siureextrakt: 3,3 g wurden in verdiinnter Essigsiure extrahiert; nach 
Filtration und Neutralisierung betrug das Volumen 67 ccm. 
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Fig. 9. (Versuch IX.) 


Ringerextrakt: 2,74 g wurden in Ringerlésung extrahiert; Volumen 
nach Filtration = 52 cem. 

In jedem WarburggefiB 2 ccm Extrakt + 3 cem Ringerliésung bzw. 
3cem Puffer (Borat py = 8,6) bzw. 3 cem Wasser. Die Versuchsdaten findet 
man in der Fig. 9. 
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Es ist also deutlich, daB die Ringerlésung die Sauerstoffzehrung der 
sauren Extrakte stark vergréBert. Der in der Tab. XVII gefundene Unter- 
schied beruht also nicht darauf, da8 im sauren Extrakt ein durch die Ringer- 
lésung extrahierter Stoff fehlt, sondern auf einer direkten Aktivierung durch 


die Salze der Ringerlésung. 


Versuch X. Sauerstoffoxydation der Extrakte 
von Nebennierenmark und Rinde. 


Herstellung der Extrakte wie in den vorhergehenden Versuchen. Die 
gekochten Extrakte wurden zentrifugiert und filtriert. 


Markextrakt: 0,182 g/eem. Reduktion pro ccm a) gekocht 0,6, b) ungekocht 1 
Rindenextrakt: 0,235 __,, bs sc» 2 » ee 2,0. 


Die Versuchsdaten sind in der Fig. 10 enthalten. 
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Festgestellt wird erstens, daB zwischen erhitzten und nicht erhitzten 
Extrakten keine wesentlichen Unterschiede bestehen, und zweitens, daB die 
starke Aktivierung der Sauerstoffaufnahme der Extrakte durch Ringerlésung mit 
einer Phosphatpufferlésung vom gleichen py nicht reproduziert werden kann. 


Versuch X. Nebennieren vom Rind. 


Die folgende Versuchsreihe bezieht sich auf den Vergleich der Atmungs- 
geschwindigkeiten von Mark und Rinde. 

Bei der elektrometrischen py-Bestimmung am Schlu8B des Versuches 
wurden folgende Werte erhalten: Mark 8,9 bzw. 9,0, Rinde 9,1 bzw. 9,0. 
Die Ausgangslésung (Ringerlésung) hatte gezeigt py = 8,35. Bei siimtlichen 
Versuchen war also die Alkalinitit um etwa 0,6 bis 0,7 p,-Einheiten 


gestiegen. 
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Tabelle XVIII. 
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Zum Vergleich der Oxydationsversuche mit Markextrakt (S. 18—19) 
wurden die folgenden Versuche mit Adrenalin und Ascorbinsiure gemacht. 
Die Adrenalinmenge wurde nach dem Adrenalingehalt eines anderen Mark- 
extraktes berechnet, der 13,6 mg/g Mark betrug. Spektrophotometrische 
Methode von U.S. v. Euler. 

Lésung A: 28,7 mg Adrenalin in 2 ccm 0,1 n-Essigsiure + 11,54 ccm 
Ringerlésung (2,12 mg Adrenalin/cem). 

Lésung B: 2,1 mg Ascorbinsiure in 30 cem Ringerlésung (0,07 mg 
Ascorbinsiure/ccm. 

Lésung C: 3,8 mg Adrenalin in 1 cem 0,1 n-Essigsiure + 5,51 cem H,O 


(2,12 mg Adrenalin/cem). 
Tabelle XIX. 
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1cem A + 1cem Ringerlésung . | 228 | 382 490 560 635 | 670 8 ¢ 
desgl. . | 227 | 878 | 486 | 556 | 635 | 670 | 8,6 
leem A+1leemB...... | 224 | 382 | 492 560 | 637 | 670 | 8,6 
leem B + 1eem Ringerlésung . 3 8; 13; 16; —]|] — 9.9 
desgl. . é 9; 15; --| —| ee 

leem C+i1cem H,O..... 0 0; OO; O 0; oO; 
desgl. —S 0 o| 6] © o| of #8 

g | 0} 
1ecm C + 1ceem Phosphatpuffer | 64 | 148 | 227 | 282 | 372 | 425 8.9 
desgl. 61 | 143 | 227 | 283 | 8373 | 445 ” 





Die Ascorbinsiuremenge in diesem Versuch ist gleich der Menge 
im Vergleichsversuch. 
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Das Adrenalin in Ringerlésung zeigt eine Sauerstoffzehrung, die von 
derselben GréBenordnung ist, wie die der Markextrakte. Es lige nahe, an- 
zunehmen, daB die Sauerstoffaufnahme der Extrakte also auf dem Adrenalin- 
gehalt beruhe. Dies ist aber dadurch unméglich, daB, wie der letzte Ver- 
such der Tabelle zeigt, Adrenalin auch in Phosphatpuffer dieselbe starke 
Sauerstoffaufnahme zeigt, was bei den Markextrakten, wie schon oben er 
wiihnt, nicht der Fall ist. 


Zusammenfassung. 


Unter den gewonnenen Resultaten seien folgende hervor- 
gehoben: 

1. Die sehr starke Sauerstoffzehrung durch Ascorbinsiure 
setzt bei einer Alkalinitiit von p, = 8,5 bis 9 ein und wird ver- 
mutlich vermittelt durch das doppelt geladene Anion einer Enol- 
form (Kurve Fig, 1). 


2. Die Sauerstoffaufnahme der Ascorbinsiure wird durch | mut 

Bestandteile der Ringerlésung spezifisch aktiviert. Dabei ist auf : phy 

die Konstanz des p, besonders geachtet. m | 

3. Die Geschwindigkeit der Methylenblaureduktion durch lich 

Ascorbinsiure zeigt ein Minimum bei p, = 5 bis 6, das sich aus phy 

der p,-Funktion der Ascorbinsiure und des Mb zusammensetzt. bes 

4. Die Sauerstofizehrung des Glucoreduktons (Enol-Tartron- — 

aldehyds [Kuler und Martius]) ist von der gleichen GréBen- ihre 
; ordnung wie die der Ascorbinsiiure. ; 
5. Die Sauerstofizehrung des Markes der Nebennieren iiber- hel 

trifft weit diejenige der Rinde. Dieser Kffekt l&Bt sich aber nicht wel 

auf den Adrenalingehalt des Markes zuriickfiihren. nur 
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Uber ein Indolderivat 
aus zwei chlorophyllmutierenden Gerstensippen. 
Von 


Hans y. Euler und Harry Hellstrém. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Marz 1933.) 


Bei unseren chemisch-genetischen Versuchen an Chlorophyll- 
mutanten wollen wir die chemische Entwicklungsreihe des Chloro- 
phylls mit den nach genetischen Methoden festgestellten Tatsachen 
in méglichst enge Beziehung setzen. Wir haben zuniichst stoff- 
liche Verschiedenheiten zwischen chlorophyllnormalen und chloro- 
phylldefekten Pflanzen aufgesucht und haben uns mit der Frage 
beschaftigt, welche chemischen Besonderheiten bzw. Stoffkonzen- 
trationen und Reaktionsfihigkeiten bei den einzelnen Sippen mit 
ihren genetischen Merkmalen parallel gehen. 

In einer vorhergehenden Arbeit') wurde mitgeteilt, da wir 
bei den chlorophylimutierenden Gerstensippen Albina 1 und 3, 
welche wir Herrn Prof. Dr. H. Nilsson-Ehle verdanken, und zwar 
nur in den griinen Mutanten, eine Substanz gefunden haben mit 
sehr charakteristischem Absorptionsspektrum im _ Ultraviolett, 
welches hinsichtlich seiner Lage sehr nahe mit Indol bzw. Trypto- 
phan iiberemstimmt. Die Struktur der Absorptionsbande war nicht 
so ausgeprigt wie beim Indol, aber (bei weitgehender Reinigung) 
schiirfer als beim Tryptophan. Hieraus konnte der SchluB gezogen 
werden, daB ein substituiertes Indolderivat vorlag, vermutlich ver- 
wandt mit Tryptophan, aber ohne Carboxylgruppe. 

Das Absorptionsspektrum unserer neuen Substanz haben wir 
bereits vor einigen Jahren’) nachgewiesen; Isolierungsversuche 
sind aber damals nicht angestellt worden. Da wir nunmehr unsere 
Ultraviolett-Absorptionsspektra unter Anwendung einer Wasserstoff- 
Kntladungsréhre aufnehmen, welche ein vollkommen kontinuierliches 


1) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 208, 43 (1932). 
*®) Euler, Hellstrém u. Runehjelm-Burstrém, Diese Z. 182, 
213 (1929). 
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Spektrum liefert, so tritt die Struktur der Absorption unserer 
Substanz und ihre Ahnlichkeit mit Indol noch deutlicher als 
friiher hervor. 

Unser Indolderivat ist als Base gekennzeichnet durch seine 
Fahigkeit zur Salzbildung mit Mineralsiuren. 

Die Isolierung und Reinigung der Substanz konnte auf Grund ihrer 
basischen Eigenschaft schon mit verhiltnismifSig kleinen Mengen Ausgangs- 
material durchgefiihrt werden. Etwa 30 g Laubblitter der Gersten-Sippe 
Albina 1 (Nilsson-Ehle) wurden mit Alkohol extrahiert. Dieser Extrakt 
wurde mit Ather verdiinnt und dann mit wifriger Salzsiure versetzt, wobei 
Schichtung eintrat. Die waBrig-alkoholische Schicht wurde abgetrennt und 
mit Ather ausgeschiittelt, dann neutralisiert, bis Gelbfairbung eintrat. Bei 
erneutem Ausschiitteln mit Ather ging unsere Base in diesen iiber. Durch 
Abdunsten des Athers wurden makroskopische Krystalle gewonnen, welche 
durch Verunreinigung gelb gefirbt waren. Das gut getrocknete Produkt 
vom Schmelzp. 115—120° konnte durch Sublimation im Hochvakuum bei 
80—90° in Form weiBer bzw. farbloser, sternférmig angeordneter Prismen 
erhalten werden, welche scharf bei 128,5° (unkorr.) schmolzen. Ausbeute 
3 mg aus 30 g Laubblittern. 

Um eine gréBere Menge dieser Substanz zu erhalten, wurde 
Albina 1 in Blechkasten auf Filtrierpapier gezogen. Nach 8 bis 
10 Tagen wurden die Laubblitter von 1500 chlorophyllnormalen 
Mutanten abgeschnitten und nach dem Verreiben mit 400 ccm 
Alkohol extrahiert, wobei 550 ccm Extrakt gewonnen wurde. 
Hierzu setzten wir 400 ccm Ather sowie 350 ccm 3°/,ige Salz- 
siure, wobei Schichtung eintrat. Die salzsaure Alkohollésung 
wurde abgetrennt, die Atherlésung wiederholt mit wenig alkoho- 
lischer Salzséure extrahiert. Die gesamte Alkoholschicht wurde 
dann mit 150 ccm 2 n-Natronlauge alkalisch gemacht. 

Nun wurde nach einem Zusatz von 150 ccm Ather griindlich 
geschiittelt. Nach Trennung der Schichten konnten 200 ccm Ather 
entfernt werden, welche die Hauptmenge der Substanz enthalten; 
weitere Substanzmengen wurden durch mehrmaliges Ausschiitteln 
der Alkohol—Wasserschicht mit je 100 cem Ather gewonnen. 
Beim 5. Ausschiitteln gab die aitherische Lésung in 8 cm Schicht- 
dicke nur andeutungsweise eine Absorption bei 288 mu. 

Zwei solche Satze von 3000 Pflinzchen von zusammen 300 g 
Laubblattern (Frischgewicht) wurden gemeinsam verarbeitet; der 
Extrakt wurde auf ein kleineres Volumen eingedunstet, mit 3°/, iger 
Salzsiure versetzt, wobei eine kleine Menge von Verunreinigungen 
im Ather verblieb. Der salzsaure Extrakt wurde neutralisiert 

und mit Ather ausgeschiittelt. Die getrocknete atherische Lésung 
wurde eingeengt, und dann im Vakuumexsiccator vom Ather voll- 
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kommen befreit. Hierbei wurden 110 mg Rohsubstanz erhalten, 
welche im Hochvakuum bei 90—95° sublimiert wurden. Die 
sublimierten Krystalle waren zum Teil mit einem 01 vermischt. 
Durch erneutes Erhitzen der Krystalle im Hochvakuum auf 40° 
konnte die Krystallmasse ganz vom Ol befreit werden. Unsere 
Ausbeute an reiner sublimierter Substanz betrug 33 mg = 0,11 °/,, 
des Frischgewichtes der Laubblitter. Schmelzp. 130,5° (korr.) 


Priparat I = 75,56% C 7,97, H_ 15,56 und 15,42°/, N 


Priparat IIa  175,58°/, ,, o11*/), ., 16,21°/, N 
75,70°/, ”? 8,14°/, 2? 16,22°/, 29 
Berechnet fiir C,,H,,Ny: 
75,82°/, C 8,10°/, H 16,10°/, N 


Die auf die Zusammensetzung C, ,H, ,N, gut stimmende Substanz 
ist spektrographisch als ein Indolderivat charakterisiert; Methyl- 
imidbestimmungen ergaben den Wert 16,31°/, CH,, wihrend sich 
fiir 2CH, der Wert 17,3 berechnet. (Kine tertiiire Dimethylbase, 
Hordenin, kommt ebenfalls in der Gerste vor.) Die Gruppierung 


_ (CH, 
C.H,N N(CH,), 


ist also noch nicht sichergestellt. Aus verschiedenen Griinden 
wirde man einen Stoff von der Formel C,H,N-CH,-CH,-NH-CH, 
erwarten. Ein solcher wiirde in naher Beziehung zum Eserin 
oder Physostigmin stehen; tatsiichlich zeigt nach Versuchen von 
U. v. Euler unsere Base ihnliche, wenn auch schwichere pharma- 
kologische Eigenschaften wie Eserin, in welchem ein zweiter 
Pyrrolidinring geschlossen ist. DaB in unserer Base nicht bereits 
ein zweiter Pyrrol- oder Pyrrolidinring vorliegt, geht aus dem 
Indolcharakter ihres Spektrums hervor. Vgl. die Spektra der Indol- 
Indolenin und Eserinderivate, die Hoshino und Tamura [Liebigs 
Ann. 500, 45 (1932)] gemessen haben. 

Unsere Indolbase scheint bisher nicht isoliert oder dar- 
gestellt worden zu sein. Das mit ihr isomere y-(6’-Indolyl-)pro- 
pylamin haben Riko Majima und Toshio Hoshino’) aus dem 
entsprechenden Propionitril als eine in warmem Wasser leicht 
lésliche Base vom Schmelzp. 60—64° gewonnen.?) 

Ewins®) hatte 3-6-Aminoithyl-Indol, C,H,N - CH, - CH, - NH,, aus 
3-6-Aminobutyrylacetal dargestellt und die oben genannten japanischen 


Forscher (a, a. O.) fanden, daB dieses Amino-ithyl-Indol (Tryptamin) aus 
Tryptophan durch Fiulnisbakterien unter Abspaltung von Carboxyl gebildet 


1) Riko Majimau. Toshio Hoshino, Ber. chem. Ges. 58, 2045 (1925). 
*) Vgl. auch Stedmans Amine mit myotischen Wirkungen. 
3) J. Chem. Soc. 99, 270 (1911); Proc. Chem. Soc. 26, 343 (1910). 
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wird; es wird als eine bei 146° schmelzende, in Alkohol und Aceton leicht, 
in Wasser, Ather, Benzol und Chloroform fast unlésliche Substanz beschrieben. 

Unsere Base kann eine Methylgruppe in a-Stellung enthalten; Methyl- 
tryptophan ist bekanntlich von Ellinger’) dargestellt und von Barger?) 
niher untersucht worden. 

Uber die Konstitution unseres Indolyl-Derivates hoffen wir 
bald endgiiltige Mitteilung machen zu kénnen. 

Die in den griinen Mutanten von Albina 1 und 3 vorkommende 
Base wurde ohne Erfolg in den verschiedensten griinen Pflanzen 
gesucht. Zunichst wurde festgestellt, dali die Base nicht in der 
Gerstensorte ,Gauldkorn“ (Goldgerste) vorkommt, aus welcher die 
Mutanten Albina 1 herstammen.’) 

Es mag daran erinnert werden, dafi Albina 3 von Hallqvist*) 
erhalten wurde ,,durch Bestiiubung von Goldgerste mit, Pollen von 
einer Pflanze aus Chevalier von Garton. Die Nachkommen beider 
Pflanzen nach der Selbstbestiiubung waren konstant normal.“ 
»1915 wurden 4 F-Pflanzen gezogen, die siimtlich normal waren, 
1916 4 ¥,-Familien, unter denen die oben erwiihnte mit 1,6°/, 
Albina. Die drei Schwesterfamilien, die etwa die gleiche Pflanzen- 
zahl hatten, waren alle konstant und normal. Dann wurden 1917 
nach der Familie 1009—1016 294 Tochterfamilien gezogen, die 
sich in folgender Weise verhielten: 2779 waren betr. Chlorophyll 
konstant und normal. In 12 Familien erschienen die Weiblinge 
wieder und zwar in einer Frequenz von 25°/,. 

Von den griinen Mutanten von Albina 1 haben wir 80 einzelne 
Individuen spektrographisch untersucht, mit dem Ergebnis, dab 
in keinem Exemplar unsere Indolylbase fehlte. Es ist also wahr- 
scheinlich, wenn auch noch nicht ganz sichergestellt, daB auch 
die Homozygoten von Albina 1 die Indolylbase enthalten. 

Besonders hervorgehoben sei, daf diese Indolylbase weder in 
nicht mutierenden griinen Pflanzen gefunden wurde, noch in anderen 
chlorophylldefekten Sippen, von denen Xantha und Virescens be- 
sonders untersucht wurden. Auch panachierte Blatter von Pelar- 
gonium erwiesen sich frei von unserer Indolylbase. Obwohl also die 
Gerstensippen Albina l und 3 die einzigen bis jetzt untersuchten 
Pflanzen sind, in welchen die Indolylbase angetroffen wurde, ist 
es immerhin médglich, daB sie nicht unmittelbar den Chlorophyll- 
defekt beeinfluBt, sondern mit diesem koordiniert ist. Es liegt 





1) Diese Z. 91, 45 (1914). 

*) Barger u. Ewins, Biochemic. J. 11, 58 (1917). 

*) Nilsson-Ehle, Z. Abstammungslehre 9, 289 (1913). 
*) Hallqvist, Hereditas 5, 49 (1924). 
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aber nahe, das Auftreten der Indolylbase mit zwei anderen Tat- 
sachen in Zusammenhang zu setzen: 

1, Mit unserem Befund, daB in chlorophylidefekten Albina- 
mutanten untersucht wurden Albina 1, 2, 3 und 7 — ferner 
in den Gerstensippen Xantha 1, 2 und 3, sowie in Alboxantha 
und Virescens 6, die chlorophylldefekten Mutanten durchweg 
weniger Tryptophan enthalten als die griinen.') In Albinasippen 
haben wir friiher Tryptophanmengen von rund 1—0,5°/, des 
Trockengewichtes gefunden und von der gleichen Grifenordnung 
ist auch die Menge der isolierbaren Indolylbase. 





2. Mit der sehr vielfach bestitigten Beziehung zwischen 
Chlorophylldefekt und verminderter Katalasekonzentration’) bei 


Sippen vom Albinatypus. Katalase hat sich bekanntlich durch 
die Untersuchungen von Zeile und Hellstrém als ein Hisen- 
porphyrin erwiesen.”) 

Bei allen hier in Betracht kommenden miteinander ver- 
kniipften Defekten ist bereits die Bildung des Pyrrolringes 
cehemmt oder vermindert. In weiben Albinamutanten ist iibrigens 

der Chromoplast degeneriert oder vermindert. 


Zusammenfassung. 

Aus den griinen Mutanten der chlorophylldefekten Gersten- 
sippe Albina 1 (Nilsson-Ehle) wurde ein schén krystallisierender 
Stoff, C,,H,,N,, Schmelzp. 130,5°, isoliert und als eine methylierte 
Indolylbase gekennzeichnet. 

Diese Base wurde auBerdem nur noch in der Gerstensippe 
Albina 3 (Hallqvist) gefunden, sonst in keiner griinen Pflanze, 
auch nicht in den iibrigen Gerstenmutanten vom Albinatypus. 
Damit ist zum ersten Mal ein chemischer Unterschied zwischen 
den genetisch verschiedenen chlorophylldefekten Mutanten vom 

Albinatypus festgestellt. 

Der Assistentin des Institutes, Frau Dagmar Burstrém, 
danken wir auch hier bestens fiir ihre wertvolle Hilfe bei der 
Ziichtung der verwendeten Chlorophyllmutanten. 





1) Euler, Hellstrém u. Runehjelm, Diese Z. 182, 205 (1929). Vgl. 
auch Euler u. Moritz, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 10 A, Nr. 11 (1930); 
Euler, Burstrém, Hellstrém u. v. Kohler, Diese Z. 212, 53 (1932). 

*) Euler u. H. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 10B, Nr. 6 
(1929); Euler, Forssberg, Runehjelm u. Hellstrém, Z. Abstammungs- 
lehre 59, 131 (1931). 

5) Euler, Zeile u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74 (1930); Zeile 
u. Hellstrém, Diese Z. 192, 171 (1930); Zeile, Diese Z. 195, 39 (1931). 


















Lactosenachweis im Harn. 
Von 
R. Gootz und H. Tunger. 


(Aus dem Chem. Laboratorium und der Kinderklinik der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1933.) 


Das Auftreten pathologischer Harne ist ein sicherer Hinweis 
auf Stérungen im Organismus. Die Charakterisierung eines Krank- 
heitsbildes durch methodische Untersuchung des Urins ist oft 
wesentlich fiir Prognose und Therapie. Von weitgehender Wichtig- 
keit fiir die Pathologie des Siuglingsalters ist die Priifung des 
Harnes auf Zucker, dessen Identifizierung und quantitative Er- 
fassung. 

In der vorliegenden Arbeit wird eine Versuchstechnik be- 
schrieben, die es gestattet, Disaccharide neben Monosen zu er- 
kennen. Sie basiert auf der Bestimmung der Reduktionskraft 
vor und nach der Hydrolyse. Die Hydrolyse wird durch fermen- 
tative Spaltung durchgefiihrt. Um deren einwandfreien Ablauf 
zu gewabrleisten, mui der Harn vorher lingere Zeit iiber freier 
Flamme gekocht werden. Die Hydrolyse durch Ferment bietet 
den groBen Vorteil, daB man durch spezielle Auswahl desselben, 
gleichzeitig den Zucker charakterisieren kann. So wird z. B. 
Lactose, deren Vorkommen im Harn bereits von Hofmeister?) 
nachgewiesen wurde, zusammen mit glucosidischen Bindungen 
vom Emulsin aus SiiBmandeln gespalten; nach noch nicht ver- 
Offentlichten Versuchen von Helferich und Hill enthalten die 
Luzernesamen ein Ferment, das wohl Galactoside, also auch 
Lactose, Glucoside aber so gut wie nicht zu spalten befahigt ist. 
Die Reduktionskraft wird nach Bertrand?) bestimmt. Die groBe 
Fehlergrenze, die dieser Methode bei Gegenwart von Harn an- 
haftet, wird durch Erhéhung der iiblichen Kochdauer (3 Minuten) 
auf 10 Minuten auf ein ertrigliches MaB (0,5 com Permanganat) 
zuriickgefiihrt. Die Methode lift Disaccharid neben Hexosen 
qualitativ einwandfrei erkennen und ist damit der haufig 
angewandten Osazonprobe iiberlegen, deren Ergebnis bei der 
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groBen Kondensationsfahigkeit des Phenylhydrazins mit Vorsicht 
zu deuten ist. Die quantitative Auswertung des Versuchsergeb- 
nisses gibt die vorhandenen Mengen Disaccharid und Monosen 
und damit auch deren gegenseitiges Verhiiltnis nur in erster An- 
niherung (20°/, Fehler) wieder, doch ist diese Fehlergrenze zur 
Orientierung iiber die GréSenordnung der Zuckermengen durchaus 
brauchbar, zumal wenn man bedenkt, daB Masahiko Kuroya’®) 
trotz einer Vorbehandlung des Harnes mit Bleiacetat, Entfernen 
des Bleies mit Schwefelwasserstoff und Einengen der Lésungen 
doch einen Fehler bis zu 10°/, findet. 


Die Untersuchungen wurden mit Lactose als Kontrollsubstanz 
durchgefiihrt, weil als Ziel gesetzt war, diesen Zucker qualitativ 
und quantitativ im Harn solcher mit Milch ernihrter Siuglinge 
zu erfassen, die Intoxikationserscheinungen und damit nach der 
alleemeinen Annahme eine pathologische Durchlissigkeit der Darm- 
wand zeigen. Die Analyse eines solchen Intoxikationsharnes ist 
in Tab. III als letzter Versuch angefiihrt. Die klinische Aus- 
wertung soll, sobald geniigend Material vorliegt, einer spiteren 
Verdéffentlichung vorbehalten bleiben. 

Herm Prof. Rosenbaum (Kinderklinik) danken wir fiir die Anregung 
zur Problemstellung, Herrn Prof. Helferich fiir seine Beratung und fiir 
die Unterstiitzung mit Material und Apparaten, die ihm die Rockefeller- 


Foundation fiir Fermentuntersuchungen gewihrt. Damit sind auch wir 
der Rockefeller-Foundation zu Dank verpflichtet. 


Versuchstechnik und Belege. 


Kine genau gewogene Zuckermenge wird in 30,0 ccm neu- 
tralem, normalem Harn gelést und '/, Stunde iiber freier Flamme 
gekocht. Der verwandte Harn wird ndétigenfalls entweder mit 
Natriumcarbonat bzw. Essigsiiure gegen Lackmus neutralisiert. 
Die Harnlésung triibt sich meistens schon nach kurzem Kochen; 
sie wird auf Zimmertemperatur abgekiihlt, auf 50,0 ccm mit 
Wasser aufgefiillt und durch Filtrieren gekliirt. 

Zu je 5,0 ccm dieser Liésung werden 5,0 ccm Acetatpuffer 
Py 4,5 bzw. 3,0 ccm Puffer und 2,0 ccm einer filtrierten Auf- 
schlemmung von 0,2 g Ferment in 20 com Puffer zugegeben und 
die Mischungen 48 Stunden im Thermostat bei 30° aufbewahrt; 
gegen Zersetzung durch bakterielle Kinwirkung werden 2 Tropfen 
Toluol zugesetzt. In diesen Liésungen wird die Reduktionskraft 
Fehlingscher Lésung nach Bertrand bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in der Tab. III wiedergegeben. 
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Als Ferment wurde ein nach der Methode von Helferich 
und Winkler mit Tannin‘) gereinigtes Emulsin (@ = Glucosidase- 
wert = 0,8) aus SiiBmandeln verwandt. Der Puffer war durch 
Mischen von 34,8 ccm n/5-Kssigsiiure mit 10,0 com n/5-Natrium- 
acetat gewonnen. 


Zur Auswertung der Versuchsergebnisse sind in Tab. I fiir Zucker- 
mengen von 10—100 mg die erforderlichen Kubikzentimeter n/10-Permanganat 
zusammengestellt. Spalte I und II enthalten die aus den Bertrandschen 
Kupfermengen berechneten Werte. Spalte III ist erhalten aus den Ber- 
trandschen Werten fiir Lactose unter gleichzeitiger Umrechnung auf Lac- 
tose + 1H,O. Spalte IV wurde aus I und II abgeleitet, unter der Voraus- 
setzung, daB der Permanganatverbrauch eines fiquimolekularen Gemisches 
Glucose und Galactose (Lactose, vollstiindig hydrolysiert) gleich dem mathe- 
matischen Mittel zwischen den Werten ist, die die gleichen Mengen reine 
Glucose bzw. Galactose verbrauchen. Spalte V ist die Differenz zwischen 
IV und III. Die Zuckermenge steigt um jeweils 5 mg, die dazwischen- 
liegenden Werte kénnen innerhalb der Fehlergrenze der Bertrandbestimmung 
durch Interpolieren erhalten werden. 


In besonderen Versuchen mit reinen Zuckerlésungen wurde festgestellt 
daB die Verlingerung der Kochdauer das Ergebnis der Bestimmungen nicht 
verindert. 


Tabelle I. 






































I Il | m1 IV V 
mg Glucose Galactose | Lactose 360 iggaeeet _ 
ecm ecm ecm ccm wees 
n/10-Perm. | n/10-Perm. | n/10-Perm. | n/10-Perm. 

10 3,39 3,04 2,25 3,21 0,96 
15 4,75 4,50 3,20 4,63 1,43 
20 6,31 5,96 4,25 6,14 1,89 
25 7,80 _ 7,40 5,27 7,60 2,33 
30 9,30 8,84 6,28 9,07 2,79 
35 10,75 10,23 7,30 10,49 3,19 
40 12,20 11,64 8,28 11,92 3,64 
45 13,60 12,98 9,29 13,29 4,00 
50 15,03 14,36 10,26 14,70 4,44 
55 16,39 15,70 11,24 16,05 4,81 
60 17,75 17,05 12,20 17,40 5,20 
65 19,08 18,34 13,17 18,71 5,54 
70 20,41 19,66 14,12 20,04 5,92 
75 21,69 20,93 15,05 21,31 6,26 
80 22.99 22,92 16,00 22,60 6,60 
85 24,22 23,50 16,79 23,86 7,07 
90 25,48 24,79 17,68 25,14 7,46 
95 26,72 26,06 18,76 26,39 7,63 

27,95 27,30 19,70 27,63 7,93 
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Tabelle LL. 








Lac- |ohne Hydrolyse|mit Hydrolyse Differenz 
cane oe Merment ad Fehler 


Kain. ‘ 110- | 
einge- | n/10 Zucker | 2! 10 ‘Zucker | 2-10-Perm. | Perm. | Zucker 
wogen | Perm. Perm. | | 





23,62 | 4,62 | 21,8 | 7,10 | 23,3 | in H,SO, | 2,48 




















| (Siiure- 

hydrolyse) 
22.50 | 4,82 | 20,7 | 6,67 | 21,1 0,20 215 | 23,0 |+ 2.5%, 
2235 | 4,76 | 22,50 | 6,72 | 21,6 0,15 1,86 | 19,7 |412%, 


Die in Tab. IJ zusammengestellten Versuche sind ohne Harn 
durchgefiihrt, mit dem doppelten Ziel, zu priifen, ob in der Ein- 
wirkungszeit des Fermentes (48 Stunden bei 30°) eine praktisch 


Tabelle IU. 





Lac- | Perm.| Perm. Lactose gefunden ; 
tose | ¢.. il eee eee OE Be. 
einge- Fer- johne Hydrolyse mit Hydrolyse 

















wogen|D0rm. | ment- | a merkung 
in mg| Harn }lésung} Perm. | Zucker |Perm. Zucker} Perm. Zucker 
| | 
29,0 | 0,70 | 0,20 | 7,22 | 8,62 | 3 Min. 
| Kochd. 
7,27 | 8,72 
4,91 | 9,83 | Fehler: 





11°/ 


} 
bd | 
wo | 
Cc | 
bo 
or 
-~l1 


6,47 | 28,5 | 9,06 | 26,9 






































/0 
| | l l 
26,88] 0,90 | 0,20 | 7,24 | | 9,41 | 10 Min. 
| Kochd. 
7,22 | | 9,08 | 
6,70 | | 9,18 | 
7,08 | 29,8 | 9,22 | 268 | 1,97] 20,9 | 22%, 
| | | 
23,15} 0,90 | 0,20 | 9,55 | 11,03 | | 10 Min. 
+11,0 | | | Koch- 
Glu- | | | | dauer 
cose 9,35 | | 11,34 
9,13 | 11,79 
| | | Glue. ber. 
9,30 | | 11,33 | 13,3 
9,33 | | 11,50 | | 1,97 | 20,9 | 10%, 
Intoxikationsharn, 20,0 cem Harn aufgefiillt auf 25,0 cem 
0,20 | 12,55 | 16,35 | daneben 
| etwa He- 
| xose 15mg 
, . 12,85 | 16,71 


12,70 | | 16,50 | | 3,60 | 39,6 | 


? 
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vollstiindige Spaltung erfolgt ist, andererseits um eine GréBen- 
ordnung der Fehlergrenze zu gewinnen. Die Abweichung betrigt 
bis 12°/, und findet zum Teil eine Erklirung darin, daB die 
Methode als Differenzmethode mit der doppelten Fehlergrenze 
belastet ist. 

In Tab. If], den Versuchen mit Harn, ist besonders auf das 
Streuen der Werte bei Parallelversuchen bei 3 Minuten und 10 Mi- 
nuten Kochdauer hinzuweisen. Bei der Berechnung des Di- 
saccharidgehaltes ist die Reduktionswirkung der Fermentlésung, 
des Glucosegehaltes, die Reduktionswirkung der Harnsiiure, des 
Kreatins usw., die Higenreduktion des Harns, beriicksichtigt. 


Literatur. 


1. F. Hofmeister, Diese Z. 1, 101 (1877). 
2. Bertrand, BI. (III) 35, 1285 (1906). 

3. Biochem. Z. 235, 447 (1931). 

4. Diese Z. 208, 95 (1932). 
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Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Rinderhoden. 


Von 
D. Trubizin. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1933.) 


Da ich in der mir zur Verfiigung stehenden Literatur zu- 
sammenfassende Arbeiten iiber die Extraktivstoffe tierischer Hoden 
nicht gefunden habe, unternahm ich auf Veranlassung von Prof. 
Dr. Wl. Gulewitsch eine Untersuchung dieser Stoffe in den 
Rinderhoden. Diese Arbeit verfolgte denselben Zweck wie meine 
demniichst erscheinende Mitteilung iiber die Extraktivstoffe der 
Kierstécke von Kiihen, wobei ich mich auch diesmal derselben 
dort eingehend beschriebenen Methodik bediente. 


Ich begann meine Untersuchung mit dem Studium der Stickstoff- 
verteilung im wiibrigen Extrakt der frischen Rinderhoden. Die unter- 
suchte Extraktportion entsprach einem Hodenmaterial von etwa 1800 g 
Die erhaltenen Daten sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich: 























a Stickstofigehalt 
In “/o 
1. EiweiBfreies Extrakt . ......2.2.2.. 0,269 
2. Quecksilbersulfatniederschlag ae 0,044 
3. Silberniederschlag aus der Fraktion 2 erhalten . . 0,016 
4. Silber-Barytniederschlag aus der Fraktion 2... . 0,011 
5. Filtrat vom Silber-Barytniederschlag. . . . . . 0,004 
6. Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag . . 0,133 
7. Ph-W-Niederschlag aus dem Filtrat von der F raktion 2 0,031 
8. Silberniederschlag aus der durch Zersetzung des 
Ph-W-Niederschlags 7 erhaltenen ee * ee 0,001 
; Silber-Barytniederschlag » ee ie 0,012 
10. Filtrat vom Silber-Barytniederschlag . oe oe ee 0,016 
11. Filtrat vom Ph-W-Niederschlag 7... ... . 0,098 


Schon der geringe Stickstoffgehalt (0,011°/,) der sogenannten 
Carnosinfraktion, d.h. des aus dem Quecksilberniederschlag er- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. 3 
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haltenen Silber—Barytniederschlags, sprach an und fiir sich fiir das 
Nichtvorhandensein von Carnosin, was auch des weiteren bestiitigt 
werden konnte. 


Zur Untersuchung der Extraktivstoffe wurden 15 kg Hoden 
von soeben geschlachteten Rindern genommen, abpripariert und 
sorgfiltig in einer Fleischhackmaschine zerkleinert. Aus dem 
waiBrigen Extrakt wurden nach Enteiweifung sechs Fraktionen 
erhalten: Silberniederschlige, Silber—Barytniederschlige und Silber— 
Barytfiltrate sowohl des Quecksilbersulfatniederschlags, als auch 
seines Filtrats. Alle diese Fraktionen wurden einer entsprechen- 
den Bearbeitung unterzogen. 


Die aus dem Quecksilbersuliatniederschlag erhaltenen Silber- 
niederschlage (Purinfraktionen). Die Chloridsalze der Purinbasen wurden 
nach dem gewéhnlichen Verfahren dargestellt. Nach sorgfiltiger Ab- 
dampfung der Salzsiiure wurde der trockne Riickstand 2mal wihrend 
24 Stunden mit warmer 2°/,iger NH,OH-Lésung digeriert. Der dabei ent- 
standene Niederschlag, welcher gewéhnlich aus Guanin besteht, wurde ab- 
filtriert, ausgewaschen und getrocknet. Sein Gewicht betrug 1,2 g. Zwecks 
Reinigung wurde dieser Niederschlag im 3,3°/,igen NaOH aufgelést und 
mit einem geringen Essigsiiureiiberschu8 cefiillt, Die Fillung erwies sich 
als in 0,2igem HCl leicht léslich. Nach Findampfen auf €em Wasserbade 
ergab diese salzsaure Lésung, in welcher ich das Vorhandensein von 
Guanin vermutete, einen trocknen Riickstand von 2,28 g. Er erwies sich als 
in NH,OH unloslich, zeigte Guaninreaktionen [mit Natriumpikrat, m-Phos- 
phorsiiure und K,Fe(CN),]. 


0,0558 g Subst.: 22,2 cem N, (16°, 747 mm). 
C,H,ON, (151,1) Ber. N 46,3 Gef. N 45,3 


Die erhaltenen Daten und das Darstellungsverfahren sprechen 
fir die Identitét dieser Substanz mit Guanin durch eine geringe 
Beimischung des Xanthins (?) verunreinigt. 


Das ammoniakalische Filtrat vom Guanin (Xanthinfraktion) wurde bis 
zur Trockne eingedampft, woraufhin der Riickstand wahrend 24 Stunden 
bei 40° auf dem Wasserbade mit etwas Wasser digeriert wurde. Der 
Niederschlag, der sich dabei bildete, wurde nach Abkihlung der Fliissig- 
keit abfiltriert (das Filtrat A) und sorgfiiltig mit Wasser, Alkohol und Ather 
ausgewaschen. Das Gewicht des getrockneten Niederschlags betrug 0,7 g. 
Er wurde nun unter Erwirmen auf dem Wasserbad in 0,33°/,igem NaOH 
aufgelést und zur Krystallisation stehen gelassen. Nach Abkiihlung bildete 
sich ein krystallinischer Niederschlag. 

Xanthinnatriumsalz. Dieses Salz wurde nun im Wasser aufgelést, 
mit Essigsiure gefillt und auf diese Weise in freies Xanthin tibergefiihrt. 
Der dabei erhaltene Niederschlag war wasserunldslich, ammoniakléslich 
und zeigte positive Xanthinreaktion. Nach dem Umkrystallisieren desselben 
aus ammoniakalischer Lésung entstand eine gelbliche Masse, welche aus 
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mikroskopischen rhombischen, fiir Xanthin charakteristischen Krystallen 
bestand. 


0,0255 g Subst.: 8,4 ccm N, (20°, 760 mm). 
C,H,O,N, (152,1) Ber. N 36,8 Gef. N 37,5. 


Die analysierte Substanz erwies sich somit als Xanthin und 
enthielt auBerdem eine geringe Menge von Guanin (?). 


Das Filtrat (A, vgl. oben) wurde zur Enfernung des Al- 
kohols und Athers auf dem Wasserbade bis zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde in etwas Wasser aufgelést und 
mit gleichem Volumen einer gesittigten Pikrinsiurelésung gefallt. 
Der erhaltene Niederschlag war gering, zeigte briaunlich-gelbe 
Farbe und lieferte nach Umkrystallisieren aus wifriger Liésung 
eine unbedeutende Menge feiner nadelférmiger brauner Krystalle 
vom Schmelzp. 264° Der Zersetzungspunkt von reinem Adenin- 
pikrat wird zu 279—281 und 276°?) angegeben. 

0, 0443 g Subst.: 12,2 cem N, (20°, 740 mm). 

C,H,(NO,);-OH-C,N,H, Ber. N 30,8  Gef. N 30,5. 

Das Filtrat vom Adeninpikrat wurde auf gewéhnliche Weise von der 
Pikrinsiiure befreit und mit ammoniakalischer AgNO,-Lésung gefillt. Der 
Niederschlag wurde mit H,S zersetzt und die erhaltene Liésung bis zur 
Trockne eingedampft. Das Gewicht des Niederschlags betrug 1,0 g. Dieser 
Niederschlag wurde mit einer HNO-Lésung (1:10) vermischt und mit Tier- 
kohle auf dem Wasserbade erwirmt. Beim Stehen der abfiltrierten Fliissig- 
keit wurde ein hellgelber Niederschlag erhalten, dessen Gewicht 0,2 g betrug. 

0,0398 g (bei 105°) getr. Subst.: 12,4 eem N, (20°, 742 mm). 

C,H,O,N, (199,1) Ber. N 35,2 Gef. N 346. 


Die erhaltene Substanz erwies sich also als Hypoxanthin- 
nitrat. 

Der aus dem Filtrat von der vorhergehenden Fraktion erhaltene 
Silber—Barytniederschlag (Carnosinfraktion). Die nach der Zersetzung 
des Silberniederschlags mit Schwefelwasserstoff erhaltene Fliissig- 
keit wurde eingeengt. Es ergab sich dabei eine geringe 
Menge braunen Sirups, welcher eine schwach alkalische Reaktion 
zeigte (Carnosinlésung reagiert bekanntlich stark alkalisch). Diese 
Fliissigkeit wurde nun in etwas Wasser aufgelést und mit 
Alkohol bearbeitet (so, wie man es gewéhnlich tut, wenn es 


1) M. Kriiger u. G. Salomon, Diese Z. 24, 397 (1898); F. Hoppe- 
Seyler u. H.Thierfelder, Handbuch d. physiol. u. pathol. chem. Ann., 
4, Aufl. 876 (1924). 
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sich um Abtrennung des Carnosins von Beimengungen, die dabei 
in der Form einer 6lartigen Unterschicht herausfallen, und um 
Darstellung des Carnosins in krystallisierter Form handelt). Zu 
diesem Zwecke versetzt man die zu untersuchende Lésung 
unter Erwirmen auf dem Wasserbade mit Alkohol bis zur leichten 
Triibung. Am nichsten Tage wird nun diese wiBrig-alkoholische 
Lésung zwecks Abtrennung von der am Boden entstandenen 6l- 
artigen gelben Schicht entweder dekantiert oder abfiltriert, darauf- 
hin auf dem Wasserbade erwirmt und mit Alkohol bis zur 
schwachen Triibung versetzt. Diese Bearbeitung wiederholt man 
solange, bis man beim Abkiihlen der wiBrig-alkoholischen Lésung 
farblose nadelférmige Carnosinkrystalle erhalt, wobei die Fliissig- 
keit nicht selten vollkommen erstarrt. Bei geringem Carnosin- 
gehalt der Lésung beginnt die Abscheidung der Carnosinkrystalle 
erst nach Einengung der Fliissigkeit, die schon einen Alkohol- 
iiberschuB enthilt, eventuell erst nach einer weiteren Versetzung 
der eingeengten Fliissigkeit mit Alkohol. In unserem Falle 
blieben die entsprechenden Krystallisationserscheinungen aus, was 
auf die Abwesenheit von Carnosin hinwies. 


Das Filtrat vom Silber-Barytniederschlag wurde nun mit der Kraut- 
schen Reagens bearbeitet. Der dabei erhaltene Wismut-—Jodidniederschlag 
und das entsprechende Filtrat wurden zetsetzt, wobei nur geringe Mengen 
sirupibnlicher Flissigkeiten erhalten werden konnten. Die Bearbeitung 
mit Goldchloridwasserstoffsiure bzw. Kupfercarbonat lieferte keine krystalli- 
sierende Substanzen. 


Das Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag. Das Filtrat wurde 
auf gewohnliche Weise mit H,S zersetzt, bis zur Sirupkonsistenz eingeengt 
und auf dem Wasserbade mit heiBem Alkohol extrahiert. Die alkoholischen 
Extrakte lieferten beim Krystallisieren einen geringen Niederschlag anor- 
ganischer Salze. Die alkoholunlésliche harzige braune Masse wurde nun 
bis zur schwachen Kongoreaktion mit Salzsiure versetzt und durch drei- 
malige Extraktion mit Atheralkohol (1:4) von den Mineralsalzen befreit. 
Nach Abdampfen des Alkohols und Athers wurden die Extrakte mit Mer- 
kuriacetat und Natriumcarbonat gefillt. Der dabei erhaltene ziemlich volu- 
minése Niederschlag wurde abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und mit H,S 
versetzt. Das Filtrat von HgS, welches eine schwache Kongoreaktion zeigte, 
wurde mit Natriumecarbonat neutralisiert und auf 11 eingeengt. Der nach 
Kjeldahl bestimmte Stickstoffgehalt dieser Lisung betrug 0,8 °/,. Nach 
Einengung der Fliissigkeit auf 200 ccm zeigte sie keine Biuretreaktion. Die 
Lésung wurde nun mit Ph-W-Siure gefillt und der Niederschlag (B) mehr- 
mals mit heiBem Wasser extrahiert. Die vereinigten wiBrigen Extrakte 
wurden eingeengt und stehen gelassen, wobei keine Krystalle zu erhalten 
waren. Diese Extrakte wurden nun mit dem in heiBem Wasser unauf- 
gelésten Teil des Niederschlags (B) vereinigt, in gewoéhnlicher Weise mit 
Ba(OH), zersetzt und daraufhin eingeengt. Nach Fiillung der dabei er- 
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haltenen sirupartigen Flissigkeit mit Pikrinsiure wurde der Pikratnieder- 
schlag aus heiBem Wasser auskrystallisiert. 


I. 0,0543 g Subst.: 0,0693 CO,, 0,0265 g H,O 
Il. 0,0662g¢ ,, 0,0840 ,, 0,0328¢ ,, 
III. 0,0490g ,, 12,5 (25°, 743 mm) cem N, 
IV. 0,0553 g 4,  ~=13,8 (20°, 740 mm) ecem N,. 

C.3Hy3019N19(949,5) Ber. C 35,4 H 4,6 N 28,0 
27,7, 


Gef. ,, 34,8, 34,6 ,, 5,5 5,5 ,, 27,7, 27,7. 


Das Filtrat vom Pikratniederschlag lieferte nach Einengung auf dem 
Wasserbade keine Krystalle. Nach Entfernung der Pikrinsiure (H,SO + Ben- 
zol) wurde die Fliissigkeit mit Ph-W-Siéure bearbeitet und der erhaltene 
Niederschlag mehrmals mit heiBem Wasser extrahiert. Nach Entfernung 
der Ph-W-Séure und des Ba wurden diese Extrakte auf dem Wasserbade 
eingeengt. Beim Stehen des sirupartigen Riickstands ist es nicht gelungen, 
Krystalle zu erhalten. Der Sirup war alkoholunléslich und lieferte keinen 
Niederschlag weder mit HAuCl,, noch mit methylalkoholischer Lésung von 
Pikrinsiiure. Zur Darstellung des Kupfersalzes wurde der Niederschlag 
mit CuCO, erwiirmt. Der nach Einengung der Lésung erhaltene griine 
Sirup lieferte beim Stehen keine Krystalle. Aus dem alkoholischen Extrakt 
des Sirups und aus dem harzigen Riickstand konnten ebenfalls keine 
Krystalle erhalten werden. 

Das Filtrat vom Ph-W-Niederschlag (vgl. oben), welches wie der 
Niederschlag B bearbeitet wurde, lieferte nach der Darstellung des Kupfer- 
salzes und nach Extraktion mit Alkohol ebenfalls nur eine nicht krystalli- 
sierende ziihe, harzige Masse. 

Auf das Vorhandensein des Spermins wurde speziell nicht untersucht. 


Herrn Prof. Dr. W. Gulewitsch méchte ich an dieser Stelle 
meinen besten Dank fiir alle seine mir wihrend dieser Arbeit 
zuteil gewordene Ratschlige aussprechen. 














Bemerkung zur Arbeit Alfred Treibs, Bd. 212, S. 26. 
Uber die Ultraviolettabsorption der Porphyrine. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1933.) 


Herr Professor Dhéré macht mich liebenswiirdigerweise darauf auf- 
merksam, da8 durch Herrn E. Bois und van der Bom (Dissertationen 
Freiburg-Schweiz 1927 und 1924) in seinem Institut Messungen der Ultra- 
violettabsorption von Porphyrinen durchgefiihrt worden sind. Vgl. auch 
Chem. Z. 1928, I, 209; E. Bois, Spektrochemische Untersuchungen einiger 
Porphyrine und einiger Verbindungen von Himatoporphyrin mit Eisen. 


Berichtigung 


zur Arbeit H. Steudel: Uber die Struktur einfacher Nuclein- 
siuren. III. Diese Z., Bd. 216, S. 77. 


Seite 79, Zeile 20 ff. von oben (Spaltung von 0,65 g t-Adenylsiure) 
miissen richtig heiBen: 


Abgelesener Winkel sofort = — 0,438° 
nach 10 Min. Kochzeit = — 0,00 
nach weiteren 5 Min. ™ = — 0,00 
a s 5 Min. * = + 0,125°. 


Seite 79 Zeile 10 von unten: 


Statt: nach weiteren 5 Min. Kochzeit = + 1,51° 
mu8 es heiBen: _,, 95 5 Min. " = + 0,151°. 









































Uber das Co-Ferment der Milchsaureoxydation. 
Von 
I. Banga und A. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institute fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1933.) 


Vor mehr als 10 Jahren fand einer von uns?), daB die dehy- 
drierende Oxydation der Milchsiure im Herzmuskelgewebe an die 
Anwesenheit eines Co-Fermentes gebunden ist. Das spiter auf- 
cenommene Studium der Arsenigsiiurevergiftung zeigte, daB dieses 
Co-Ferment in der Atmung des Gewebes eine bedeutende Rolle 
spielt und den gréBten Teil der Oxydationen vermittelt. Die Arsen- 
vergiftung gab zugleich ein Mittel, um dieses Co-Ferment bei der 
Fraktionierung der Ausziige zu verfolgen und zu reinigen. In vor- 
liegender Arbeit wird iiber seine weitere Reinigung und seine 
Analyse berichtet. 

Die ersten Schritte der Priparierung wurden bereits in einer 
friiheren Arbeit?) beschrieben. Auch bei der vorliegenden Arbeit 
bedienten wir uns desselben Verfahrens, fillten das Co-Ferment 
im trichloressigsauren Auszug mit Hg(NO,), und behandelten da- 
nach mit salzsaurem Aceton—Ather. Aus 5 kg Herzmuskel (Schwein) 
erhielten wir + 800 mg Pulver, das im besten Falle nur zu 
einem Sechstel aus Co-Ferment bestehen kann‘, da unsere rein- 
sten halbkrystallinischen Priparate dieses Pulver an Aktivitiat 
sechsmal iibertreffen. Das so erhaltene Priparat enthilt 4,75°/, 
Phosphor, war also scheinbar zum groBen Teile mit fremden 
Nukleotiden verunreinigt. 

Die Substanz wurde in 1°/,iger HCl gelést. Auf je 1 g wurden 
50 cem Lésungsmittel gebraucht. Nun wurde 1 g Phosphorwolfram- 
siure in konzentrierter wiBriger Lésung zugesetzt. Der Nieder- 
schlag, der das Co-Ferment enthielt, wurde abgenutscht, mit etwa 
20 com Aceton wiederholt extrahiert und dann mit dem salzsauren 
Aceton—Ather behandelt, wodurch die Phosphorwolframsiure ent- 
fernt wurde. Nach nochmaligem Behandeln mit Aceton wurde 
die Substanz getrocknet. Aus 1 g Ausgangsmaterial wurden in 
dieser Weise 250—300 mg gewonnen. Dieses Praparat war 2 bis 
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3mal aktiver als der urspriingliche Hg-Niederschlag. Es konnte 
im besten Falle zu etwa 1/, Teil aus Co-Ferment bestehen. Sein 
Phosphorgehalt war 4,0—4,7°/,. 

Der getrocknete, von Phosphorwolframsaure befreite Nieder- 
schlag wurde in méglichst wenig Wasser gelést. Auf 250 mg 
brauchten wir etwa 2,5 ccm. Der unlésliche Teil wurde in der 
Zentrifuge entfernt. Die freie Salzsiiure wurde mit NaHCO, 
neutralisiert, dann 250 mg Pikrinsiiure in Form einer heiBen 
konzentrierten, methylalkoholischen Lisung zugesetzt. Die Mischung 
wurde in einer flachen Schale im Vakuum Exsiccator rasch ein- 
getrocknet, dann mit Aceton griindlich extrahiert, wobei die tiber- 
schiissige Pikrinsiiure entfernt wurde. Der Riickstand wurde in 
einer méglichst geringen Menge (1—2 ccm) heiBen Wassers gelist 
und heif zentrifugiert oder vom klebrigen, ungelisten, relativ in- 
aktiveren Teil heiB abgegossen. Beim Stehen in der Kilte scheidet 
sich das Pikrat des Co-Fermentes ab. Das Ausfillen mit Pikrin- 
siure fiihrt stets zu einem gréBeren Verlust und die Fiallung ent- 
halt nur die halbe Aktivitét des phosphorwolframsauren Nieder- 
schlages. 

Zur Analyse wurde das Pikrat noch 3mal durch Auflésen 
in heifem Wasser in dhnlicher Weise umgefillt. Der Schmelz- 
punkt des Praparates stieg im Laufe der Umfallungen von 155° 
iiber 182, 192 auf 204°. 10—20° unter dem Schmelzpunkt beginnt 
sich die Substanz dunkel zu firben und schmilzt unter Zers. Bei den 
wiederholten Umfallungen stieg der N-Gehalt von 11 auf 14°/,. 
Der Phosphorgehalt bleibt etwas tiber 6°/,. 

Die einzelnen Umfillungen sind stets mit dem Verlust von 
etwa 25°/, der Aktivitét verbunden. Die auf das Trockengewicht 
berechnete Aktivitét verindert sich nach der zweiten Umfallung 
nicht mehr wesentlich. Die Aktivitat des Pikrates ist etwa 1—2mal 
héher als die Aktivitat des Phosphorwolframsiure-Niederschlages. 
Da die Substanz beinahe zur Hilfte aus Pikrinsiure besteht, ent- 
spricht dies einer 2 bis 4fachen Zunahme des Reinheitsgrades. 

Erfolgt die Abscheidung des so gereinigten Pikrates langsam 
und lift man den Niederschlag noch iiber Nacht bei 0° stehen, 
so lagert sich dieser in eine halbkrystallinische Form um. Der 
gréBte Teil wird in Form von regelmaBigen runden Bildungen 
gefunden, die unter dem Mikroskop noch eine feinere Struktur 
erkennen lassen und eine sehr starke Doppelbrechung zeigen. 
Ein Teil des Niederschlages neigt zur Form von kleinen plumpen 
Stabchen. 
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Dieser Analyse nach kénnte die Substanz einem mit 25°/, 
N-freier Verunreinigung behafteten Pikrate eines Adenylnucleotids 
entsprechen. Bei der qualitativen Analyse gibt die Substanz eine 
starke Pentosereaktion mit Orcin. Nach Wheeler Johnson mit 
Brom behandelt farbt sie sich purpur. Nach der Hydrolyse mit 
HCl gibt sie nur eine braunrote Farbe, ein typisches Verhalten fiir 
Adenylverbindungen (z. B. Adenosin). 

Aus 100 mg des Pikrates wurde nach der Hydrolyse mit 
HCl 20 mg eines krystallinischen Hydrochlorides gewonnen, das 
sich im Schmelzpunktversuch vollkommen identisch mit Adenyl- 
HCl verhielt. Das aus ihm hergestellte Pikrat wurde durch den 
Schmelzpunkt und den gemischten Schmelzpunkt als Adenylpikrat 
identifiziert. In einem zweiten Versuche wurde aus 50 mg des 
Co-Fermentpikrates 20mg Adenylpikrat gewonnen. 

Diese analytischen Daten machen es in hohem Mafe wahr- 
scheinlich, daB wir es im Co-Ferment mit einem monophosphor- 
sauren Adenylnucleotid zu tun haben.*) Es wurde in einer unserer 
friiheren Arbeiten gezeigt, daB dieses Co-Ferment weder mit 
Muskeladenylsiiure, noch mit Adenylpyrophosphat identisch ist 

In letzter Zeit wurde in der Literatur wiederholt die Akti- 
vierung von Oxydationsvorgingen, bzw. von Dehydrierungen durch 
Nukleotide beschrieben. In erster Linie sei auf die Arbeiten von 
H. J. Deuticke’) und C. G. Holmberg‘) hingewiesen. Es sei 
aber nochmals betont, daB aus dem Umstande, daB eine solche 
Substanz in vitro eine Aktivierung bedingt, sich noch nicht dar- 
aut schlieBen liBt, da solche Aktivierung tatsichlich in vivo 
eine Rolle spielt. Wir haben bereits friiher gezeigt, daf die Atmung 
des zerkleinerten Herzgewebes in hohem Mae arsenempfindlich 
sel. In der durch Kochsaft reaktivierten Atmung des gewaschenen 
Herzmuskels hingegen treten arsenunempfindliche Oxydationen 
in den Vordergrund ‘und kénnten unter Umstiinden die arsen- 
empfindliche Atmung ganz verdecken. Offenbar handelt es sich 
hier um kiinstliche Oxydationsvorgiinge, die im Muskel nicht vor- 
handen waren. In unseren friiheren Arbeiten wurde auch gezeigt*®), 
daB in dieser arsenunempfindlichen Atmung des reaktivierten 
Muskels verschiedene Nucleotide als Aktivatoren beteiligt sind, 
wihrend Zymophosphate als Wasserstoffdonatoren dienen. 

Es schien von Bedeutung, zu entscheiden, ob unser Co-Ferment 
mit der Co-Zymase v. Eulers identisch sein kénnte. Prof. vy. Kuler 


*) Der friither gefundene Schwefelgehalt ist bei der wie beschrieben vor- 
genommenen Reinigung weggefallen. 
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hatte die groBe Freundlichkeit, uns Co-Zymasepriparate zur Ver- 
fiigung zu stellen. Es zeigte sich, daB die durch die Co-Zymase 
aktivierte Milchsiureoxydation des gewaschenen Herzmuskels un- 
gefihr die gleiche Héhe erreicht, wie bei unserem Co-Ferment, 
und daB beide Oxydationen auch zu gleichem MaB8e arsenempfind- 
lich sind. Auf Grund dieser Befunde sind méglicherweise beide 
Substanzen identisch. Die Aktivierung von Dehydrierungen durch 
Co-Zymase wurde von Euler und Nielsen’) bereits beschrieben. 

Zum Schlusse sei noch ein Wort iiber das Verfahren gesagt, 
wie wir die Aktivitaét der Co-Fermentpriiparate priifen. Der Herz- 
muskel, der wie in unserer friiheren Arbeit beschrieben gewaschen 
wurde, ist nicht imstande, Milchsiiure ohne Co-Ferment zu oxy- 
dieren. Die Intensitét, mit der der Muskel die Milchsiure nach 
Co-Fermentzusatz oxydiert, kann, auf das Trockengewicht des 
Co-Fermentpriparates bezogen, als Maf der Aktivitiit dienen. Die 
Oxydation selbst kann entweder durch Messen des Sauerstoftver- 
brauches oder im anaeroben Versuch nach Thunberg durch Messen 
der Methylenblauentfarbung verfolgt werden. Die hochgereinigten 
Co-Fermentpriiparate geben in Mengen von 0,25 mg eine starke 
Dehydrierung, d. h. rasche Methylenblauentfirbung. Der O,-Ver- 
brauch ist aber im anaeroben Versuch viel geringer, als man es 
auf Grund der Entfarbungszeit erwarten wiirde. 

So z. B. entfirbte !/, g Muskel in 4 com Phosphat in Gegen- 
wart von 1/,, mol. d,l-Milchsiure und 1 mg Co-Ferment 1 ccm 
0,02°/, Methylenblau in 4 Minuten. Derselbe Muskel entfirbte 
den Farbstoff in Gegenwart von Bernsteinsiure in 9 Minuten. 
Wihrend aber im aeroben Versuch derselbe Muskel mit Bernstein- 
siure 20ccm OQO,/min. aufnahm, war die Aufnahme mit Co- 
Ferment und Milchsiure nur 10 ccm O,/min. Es scheint im 
gewaschenen Muskel wie auch im Co-Fermertpriparat ein Kataly- 
sator zu fehlen, der die Verbindung der Dehydrierung mit der 
Sauerstoffaktivierung vermittelt und zur Oxydation der Bernstein- 
siure nicht nétig ist. Bei der aeroben Oxydation kann dieses 
mangelhafte Verbindungsglied die Intensitit der Reaktion limitieren, 
so daB die Héhe der Sauerstoffaufnahme kein gutes MaB der Co- 
Fermentaktivitit gibt. Die Methylenblauentfairbung ist fiir die 
Beurteilung der Co-Fermentaktivitit viel geeigneter. Es sei aber 
bemerkt, daB die Entfarbungszeit bei Erhéhung der Co-Ferment- 
konzentration asymptotisch steigt. So wird z. B. 2 mg, 1 mg, 
1/, mg des Co-Fermentes die gleiche Entfairbungszeit geben und so 
miissen zur Beurteilung der relativen Aktivitit der Co-Ferment- 
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priparate geringere Mengen erprobt werden. Bei allen Versuchen 
setzt man die Milchsiure am besten in optimaler 0,1 Mol. End- 
konzentration zu. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird iiber weitgehende Reinigung des Co-Fermentes 
der Milchsiureoxydation berichtet. 

2. Das Co-Ferment ist ein monophosphorsaures Monoadeny]- 
nucleotid, nicht identisch mit Muskeladenylsiure oder Adenyl- 
pyrophosphat, méglicherweise identisch mit Kulers Co-Zymase. 


Vorliegende Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung 
unterstiitzt. 
Literatur. 
i. A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 157, 50 (1925). 
2. I. Banga, A.Szent Gyoérgyi und L. Vargha, Diese Z. 210, 228 (1932). 
3. H. Deuticke, Pfliigers Arch. 230, 556 (1932). 
4, C.G. Holmberg, Fysiografiska Sillskapets 1 Lund Férhandlingar 2, 1 
(1932). 
5. L Banga, L. Schneider und A. Szent-Gyoérgyi, Biochem. Z. 240, 
462 (1931). 
6. I. Banga und A. Szent-Gyorgyi, Biochem. Z. 246. 20, 4 (1932). 
7. v. Euler, Biokatalysatoren, Stuttgart, 1930. 


Uber die Oxydation der Milchséure und der £-Oxybuttersaure 
durch den Herzmuskel. 


Von 


I. Banga, K. Laki und A. Szent-Gyérgyi. 
Mit 2 Figuren im Text. 


Wir haben uns in Gemeinschaft mit L. v. Vargha’) bereits 
friiher mit dem chemischen Mechanismus der Milchsiureoxydation 
heschaftigt. Seit dieser Zeit wurde, wie in der vorhergehenden 
Arbeit vermeldet, das Co-Ferment der Oxydation weitgehend ge- 
reinigt. Es schien wiinschenswert, die friiheren Versuche mit 
diesen reinen Co-Fermentpriiparaten zu wiederholen. Wiahrend 
in der friiheren Arbeit gefunden wurde, da8 die Milchsiure voll- 





1) J. Banga, A. Szent-Gyorgyi u. L.v. Vargha, Diese Z. 210, 
228 (1932). 
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stiindig zu H,O und CO, oxydiert wird, finden wir jetzt mit dem 
reinen Co-Ferment, daB die dehydrierende Oxydation der Milch- 
siure in reversibler Weise nur bis zur Bildung der ersten Oxy- 
dationsstufe, Brenztraubensiiure, geleitet wird. Es sei in vor- 
liegender Arbeit iiber diese Oxydation berichtet. Die Frage, 
welchen weiteren Aktivatoren und Reaktionen die friher ge- 
fundene weitere Oxydation zuzuschreiben sei, bleibt spiteren 
Arbeiten vorbehalten. 


Die Oxydation der Milchsaéure. Indicatoren. 


Wir versuchten die Redoxpotentiale zu bestimmen, die durch 
die aktivierte Dehydrase bei der Oxydation der Milchsiure er- 
reicht werden. Zuniichst geschah dies im anaeroben Versuch mit 
Hilfe verschiedener Ox-Redoxindicatoren. Methylenblau wird voll- 
stiindig entfarbt, ebenso auch das viel negativere Indigokarmin. 
Auf der Suche nach noch negativeren Indicatoren haben wir 
nach dem Vorgange von Needham und Needham Janusgriin 
und Neutralrot verwendet. 

Janusgriin wird in zwei Stufen reduziert. Der blaue Farb- 
stofi geht bei der Reduktion zunichst in einen roten Stoff iiber, 
den wir kurzweg Janusrot nennen wollen. Die Dehydrase 
vermag Janusgriin quantitativ in Janusrot zu iiberfiihren, so dah 
Janusgriin fiir unsere Versuche auch zu positiv war. Janusrot 
kann weiter durch chemische Mittel in seinen Leukofarbstoff 
reduziert werden. Wird Leukojanusrot oxydiert, so geht es in 
Janusrot iiber und oxydiert sich nicht weiter. Fiir unsere weiteren 
Versuche wurde Janusrot hergestellt, indem Janusgriin mit Natrium- 
hydrosulfit zum Leukofarbstoff reduziert, und dann durch Durch- 
leiten von Luft zu Janusrot oxydiert wurde. 

Durch das System: gewaschener Herzmuskel, Milchsiure und 
Co-Ferment wird der Farbstoff zum grofen Teil, aber stets un- 
vollstindig, entfairbt. Wird an Stelle der Milchsiiure ein Gemisch 
von Milchsiure und Brenztraubensiure zugesetzt, so geht die 
Entfarbung viel langsamer vor sich, da die Milchsiiuredehydrase 
durch Brenztraubensiiure gehemmt wird, wie dies bereits Bern- 
heim!') gefunden hatte. Die Ursache dieser Hemmung liegt, 
wenigstens zum Teil, in einer Absorptionsverdringung der Milch- 
siure, da sie auch bei viel positiveren Farbstoffen, wie Methylen- 
blau, zu beobachten ist. Wartet man aber, bis die Entfarbung 


') F. Bernheim, Biochemic. J. 22, 1178 (1928). 
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stillhalt, d. h. Gleichgewicht erreicht ist, so findet man, daf das 
Gemisch beider Saiuren den Farbstoff zu einem viel geringeren 
Grade reduziert als Milchsiure allein. Dies beweist, daB die 
Oxydation der Milchsiure reversibel vor sich geht und die Milch- 
siure mit aktivierter Dehydrase und Brenztraubensiure ein rever- 
sibles System bildet. 

Die Reversibilitat des Systems laBt sich noch deutlicher 
zeigen, wenn man von Leukofarbstoff ausgeht. Durch das System: 
Muskel (Dehydrase), Co-Ferment und Milchsiiure, wird der Leuko- 
farbstoff nicht oxydiert, wohl aber, wenn an Stelle der Milchsiure 
seine Mischung mit Brenztraubensiiure oder Brenztraubensiure 
allein zugesetzt wird. Nach Erreichen des Gleichgewichtes haben 
ein isomolares Gemisch von Milchsiure—Brenztraubensiiure un- 
sefihr dieselbe Farbung hervorgebracht wie das gleiche System, 
wenn nicht von Leukojanusrot, sondern von Janusrot ausgegangen 
wurde. Wird an Stelle der Mischung Brenztraubensiure allein zu- 
cesetzt, so wird der Leukofarbstoff noch viel weitgehender oxydiert. 

Mit Neutralrot kam man zum gleichen Ergebnis mit dem 
Unterschiede, daB, entsprechend des héheren EH, dieses Farbstoffes, 
dieser weniger reduziert wird. Da der Farbenumschlag des Neu- 
tralrots eben bei p,,7 liegt, ist das Arbeiten mit diesem Indicator 
etwas unbequem. 

Folgender Versuch soll das Gesagte illustrieren: 

0,5 g gewaschener Herzmuskel (Schwein), 2 eem Phosphat (m/15-p, 7) 
und 1 cem 0,02°/, Janusrot oder Neutralrot wurden in eine Thunbergréhre 
gebracht. In den Ansatz der Réhre brachten wir in einem Teil der Ver- 
suche 1 cem m/5-Na-Lactat und 1 cem Wasser, im anderen Teil der Versuche 
1 ccm Na-Pyruvat (m/5) plus Wasser, im dritten eine Mischung von 1 ccm 
Pyruvat und 1 cem Lactat (je m/5). Nach griindlicher Evakuierung wurden 
die Siiuren aus dem Ansatz in das Hauptrohr eingegossen und das Rohr 
im Wasserbade von 37° versenkt. 

In den Rohren, die Janusrot und Milchsiure enthielten, trat eine rasche 
Entfirbung ein, die nach etwa 30 Minuten beinahe vollstindig war, aber 
eine sehr geringe Farbe war noch nach viel lingerer Zeit zu beobachten. 

In den Réhren, die Milchsiure und Brenztraubensiiure in isomolarer 
Menge enthielten, war die Entfirbung langsamer, schritt aber ungefihr bis 
Ende der ersten halben Stunde fort, um dann stehen zu bleiben. In 
diesem Gleichgewichtszustande ist der Farbstoff ungefiihr bis zur Hilfte 
entfirbt. 

In Réhren mit Brenztraubensiiure allein ist die Entfiirbung nur diuBerst 
gering. Ohne Co-Ferment wird in allen Kombinationen nur eine spuren- 
hafte Abnahme der Farbe beobachtet. 

In der zweiten Serie der Versuche wurde bei denselben Kombinationen 
an Stelle von Janusrot Leukojanusrot zugesetzt. Dieses geschah dermaBen, 
da8 wir den Farbstoff vor der Zugabe mit einem geringen Uberschu8 von 
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NaHSO, entfirbten. Die Evakuierung mu8 sehr rasch und energisch vor- 
genommen werden. Der gewaschene Muskel enthilt stets, wahrscheinlich 
an Myohimoglobin gebunden, grofe Mengen von Sauerstoff. Aus diesem 
Grunde wurde das gefiillte Thunbergrohr samt Muskel mit den Fliissig- 
keiten vor der Zugabe des Leukofarbstoffes griindlich evakuiert, dann nur 
fiir eine kurze Zeit gedffnet, um den Leukofarbstoff rasch zugeben zu kénnen. 
Danach wurde wieder evakuiert. 

Wird in dieser Kombination Milchsiure allein zugesetzt, so tritt keine 
Verfirbung auf. War eine geringe Farbe durch Reoxydation zu Beginn des 
Versuches aufgetreten, so wurde diese bei der Bebriitung nicht tiefer. Wird 
hingegen die isomolare Mischung von Milch- und Brenztraubensdure zu- 
gesetzt, so erscheint bald durch Oxydation des Farbstoffes eine Verfirbung, 
die in etwa 30 Minuten zum Stillstand kommt. Die Farbe entspricht un- 
gefiihr 50°/, Oxydation des Farbstoffes. Wird Brenztraubensiure allein zu- 
gesetzt, so wird der Farbstoff beinahe vollstindig oxydiert. 

Mit Neutralrot wurden identische Resultate erhalten mit dem Unter- 
schied, da8 entsprechend dem stiirker negativen EH, dieses Farbstoffes die 
Entfirbung durch Milchsiure weniger vollstindig ist und der Gleichgewichts- 
punkt bei isomolarer Milch- und Brenztraubensiuremischung tiefer liegt und 
einer etwa 30°/,igen Entfirbung des Farbstoffes entspricht. Auch schreitet 
die Reduktion des Farbstoffes langsamer yor und das Gleichgewicht wird 
erst in etwa einer Stunde erreicht. 


Potentiometrische Messungen. 

Es schien wiinschenswert, die mit Hilfe der Indicatoren ge- 
wonnenen Resultate potentiometrisch zu kontrollieren und das £, 
des Dehydrasesystems festzustellen. 

Die Ox-Redoxpotentiale wurden bei 37° 
an einer blanken Goldelektrode gegen eine 
Calomelelektrode in den Borsook-Schott- 
schen Réhren') gemessen. Das Borsooksche 
Modell wurde nur soweit veriindert, daB die 
Capillare umgebogen und mit einem weiten 
Endstiick versehen wurde, welches samt 
der Capillare bis zur Halfte mit KCl-Agar 
und weiter mit KCl-Lésung gefiillt wurde. 
Die besonderen Mafnahmen der Einfihrung 
von Agar sind durch Borsook beschrieben. 

In die Réhren wurde 1g gewaschener 
Schweineherzmuskel, 4 ccm */,, m-Phosphat 
(p_ 7), lcecm 0,002 °/, Farbstoff und 1 ccm 
Na-Lactat bzw. Pyruvat zugesetzt.”) Stets 


1) H. Borsook u. H. F. Schott, J. of biol. 
Chem. 92, 535 (1931). 

*) Die Versuche sind Anwendung des Leh- 
manschen Prinzipes. 
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wurden zwei Parallelversuche ausgefiihrt. In dem einen enthielt 
die Robre, die natiirlich sehr sorgfiltig evakuiert wurde, Na-Lactat 
zu einer Endkonzentration von 0,05 Mol. In der zweiten, ebenso 
evakuierten Réhre befand sich eine Mischung von Lactat und 
Pyruvat zu einer Endkonzentration von je 0,05 Mol. Bezogen 
wurde auf die Calomelelektrode. 

Kinige Messungen sind durch Fig. 2 wiedergegeben. Das 
Potential bei Milchsaiure steigt rasch, um verschiedene Werte 
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liber 450 MV. zu erreichen. Bei Anwendung von Neutralrot sind 
die Potentiale héher als bei Janusrot. Bei der Mischung beider 
Siuren steigt das Potential viel langsamer, um dann bei dem 
Gleichgewichtspunkt stehen zu bleiben. MHiernach zeigt das 
Potential nur einen iiuBerst langsamen Anstieg, der offenbar auf 
sekundiire Vorginge zuriickzufiihren ist. Der Gleichgewichtspunkt 
liegt bei 424 bis 426 MV. Die Art des Farbstoffes hat auf die 
Lage des Gleichgewichtspunktes — Janus- oder Neutralrot — 
keinen KinfluB. 

Daraus ergibt sich, da8 Milchsiiure und Brenztraubensiiure 
mit dem aktivierten Ferment ein reversibles System bilden, dessen K, 
bei 181 MV. liegt und zweitens, daB sich die Milchsiure durch 
das beschriebene Oxydationssystem nur bis Brenztraubensiure 
und nicht weiter oxydieren laBt. Um diese SchluBfolgerung zu 
kontrollieren, wurde in verschiedenen Versuchen im Barcroft- 
schen Respirometer die Milchsiure durch Herzmuskeldehydrase 
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und Co-Ferment oxydiert. Der Sauerstoffverbrauch wurde ge- 
messen und zu Ende des Versuches die anwesende Brenztrauben- 
siure nach Case?) annahernd bestimmt. Kin Atom 0 sollte unter 
diesen Umstiinden zur Bildung von 1 Mol. Brenztraubensiure 
fiihren. Etwa die Hilfte der aus dem Sauerstoffverbrauch be- 
rechneten Brenztraubensiure konnte mit Sicherheit nachgewiesen 
werden. 
Co-Ferment, Hydrierung und Dehydrierung. 


Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, stellte 
sich das System: aktivierter Muskel—Milchsiure—Brenztraubensiure 
ins Gleichgewicht mit dem System: Leukofarbstoff—Farbstoff. Das 
Gleichgewicht bedeutet, daf durch den aktivierten Muskel die 
Milchsiure dehydriert, die brenztraubensiure hydriert wird, wobei 
als Wasserstoffacceptor oder -donator Farbstoff und Leukofarbstoff 
dienen. Es finden also zwei Reaktionen statt, Dehydrierung der 
Milchsiure und Hydrierung der Brenztraubensiure. Es wurde 
auch gezeigt, daB zur Dehydrierung Co-Ferment nétig ist. Es 
fragte sich nun, ob das Co-Ferment auch die andere Reaktion, 
die Hydrierung der Brenztraubensiiure aktiviert. 


Unsere Versuchsergebnisse weisen darauf hin, daB das Co- 
Ferment nur am DehydrierungsprozeB, nicht hingegen an der 
Aktivierung der Hydrierung beteiligt ist. Diese Tatsache wurde 
durch verschiedene voneinander unabhingige Versuche erhirtet. 


Wir haben die Geschwindigkeit der Oxydation von Leuko- 
janusrot in Gegenwart von Muskel und Brenztraubensiure mit 
und ohne Co-Ferment beobachtet. Es zeigte sich, daf in beiden 
Fallen die Oxydation des Farbstoffes mit gleicher Geschwindigkeit 
vor sich geht. 

Wird in Gegenwart von Co-Ferment der Leukofarbstoff einer- 
seits der isomolaren Mischung von Milch- und Brenztraubensiure, 
andererseits Brenztraubenséure allein zugesetzt, so sieht man, dab 
im ersten Falle die Oxydation des Farbstoffes nach Erreichen des 
Gleichgewichtspunktes stillhilt, d. h. nicht weiter schreitet als bis 
zur etwa 50°/, igen Oxydation des Farbstoffes. Im Falle der Brenz- 
traubensiiure schreitet die Oxydation viel weiter, beinahe bis zur 
vollstindigen Oxydation des Farbstoffes. Wird hingegen kein 
Co-Ferment zugesetzt, so verhilt sich die Mischung beider Siuren 
ebenso, als ob nur Brenztraubensiiure anwesend wire. 


1) E. M. Case, Biochemie. J. 26, 753 (1932). 
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Da von den beiden Reaktionen, die zum Gleichgewicht fiihren, 
Milchsiure —> Brenztraubensiure und Brenztraubensiure —> Milch- 
siure das Co-Ferment nur an der ersten Teil zu nehmen scheint, 
so kénnte man einwenden, daB das Gleichgewicht keinem be- 
stimmten Potential entsprechen kann und stets von der Menge 
des anwesenden Co-Fermentes abhingt. Dies ist auch tat- 
siichlich der Fall, wenn man mit sehr geringen Mengen von 
Co-Ferment arbeitet, die eine submaximale Aktivierung bedingen. 
GréBere Mengen des Co-Fermentes geben aber eine maximale 
Aktivierung, so daB in diesem Bereiche die Geschwindigkeit der 
Reaktion Milchsiiure—> Brenztraubensiure von der Co-Ferment- 
menge unabhingig wird. In der intakten Zelle ist das Co-Ferment 
in Mengen anwesend, die eine maximale Aktivierung bedingen. 
Das Gesagte sei an folgendem Beispiel erliutert: 

Die Geschwindigkeit der Entfarbung von Methylenblau und 
Janusrot durch Milchsiiure und gewaschenem Muskel wird bei 
varlierter Co-Fermentmenge (Phosphorwolframsiureniederschlag) 
heobachtet. Es zeigt sich, daB 2, 1, '/, und 3/, mg des Co- 
Fermentes eine gleiche Entfairbung bedingen. Bei 3/,, 1/,, und 
0 mg wird die Entfirbung bedeutend langsamer. In Gegenwart 
von einer isomolaren Mischung von Milch- und Brenztrauben- 
siure entspricht das Gleichgewicht einer 50°/,igen Entfirbung, 
sleichgiiltig, ob 2, 1, 1/, oder '/, mg Co-Ferment zugesetzt waren. 
Bei 1/, und +/,, mg Co-Ferment wird die Entfirbung, bei der die 
Reaktion stillhilt, unvollstindiger, um bei Abwesenheit des Co- 
fermentes praktisch ganz auszubleiben. 


Spezifitat der Dehydrogenase. Oxydation der (/-Oxybuttersdure. 


In Gegenwart von Methylenblau als Indicator wurde im 
Thunbergschen Versuch eine Reihe von Substanzen auf ihre 
Fahigkeit untersucht, um durch den durch Co-Ferment aktivierten 
Herzmuskel dehydriert zu werden. Die Substanzen, unter denen 
heinahe alle theoretisch méglichen oxydativen Umwandlungspro- 
dukte der Brenztraubensiure vorkommen, waren die folgenden: 
Brenztraubensiiure, Glycerinsiiure, Tartronsiiure, Mesoxalsiure, 
Buttersiure, Liivulinsiure, Apfelsiiure, Glycerophosphorsiure, 
Kssigsiiure, Oxyessigsiure, Glyoxylsiure, Oxalsiiure, Ameisen- 
siure, Acetaldehyd, Formaldehyd, Glykolaldehyd, Glyoxal, Gly- 
kokoll, Acetamid, Glykol, Athylanol, Methanol, Glykogen, Lactose, 
Liivulose, Glykose, auBerdem wurde friiher durch Vargha im 
Barcroftapparat auch noch Glykolaldehyd versucht. Alle diese 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIT. 4 
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Substanzen gaben ein negatives Resultat. Es wurden nur zwei 
Substanzen gefunden, die in Gegenwart des Co-Fermentes, nicht 
aber ohne dieses, angegriffen wurden. TBeide werden energisch 
dehydriert, ahnlich wie die Milchsiure. Diese Substanzen waren: 
Fructosediphosphat (Candiolin), fiir dessen freundliche Uberlassung 
ich Herrn Prof. Neuberg sehr zum Danke verbunden bin. Die 
andere Substanz war f-Oxybuttersiiure. 

Es zeigt sich also, daB auch die Oxybuttersiiure durch den 
gewaschenen Herzmuskel energisch angegriffen wird, wobei das- 
selbe Co-Ferment, wie bei der Milchsiiureoxydation, an der Re- 
aktion beteiligt ist. 

Janusrot und Neutralrot werden auch durch dieses System: 
Dehydrase, Co-Ferment, Buttersiiure nur unvollstindig entfirbt. 
das beweist, daB auch hier ein reversibles Oxydationssystem vor- 
liegt. Weil reine Ketobuttersiiure so schwer zugiinglich ist, konnte 
das EK, dieses Systems leider noch nicht bestimmt werden. 

Wenn die Oxybuttersiiure auch in einem reversiblen System 
oxydiert wird, so hei®t das, dab die Oxydation unmittelbar nur 
bis zur ersten Oxydationsstufe, d. h. Ketobuttersiiure gehen kann. 
Zur Unterstiitzung dieser Annahme wurde die Oxybuttersiiure im 
Barcroftrespirometer durch aktivierte Dehydrase oxydiert. Die 
Suspension wurde dann mit Ammoniumsulfat gesittigt und 
zentrifugiert. Mit Nitroprussidnatrium und Ammoniak gab die 
Fliissigkeit eine starke Reaktion als Beweis der Anwesenheit 
relativ groBer Mengen von Ketobuttersiure. 

Ebenso wie die Milchsiureoxydation wird auch die Butter- 
siureoxydation, wenn auch in geringerem AusmaBe, durch Brenz- 
traubensiure gehemmt. 

Zusammenfassung. 

Milchsiure wird durch die durch Co-Ferment aktivierte 
Dehydrase des Herzmuskels in reversibler Weise zu Brenz- 
traubensiure oxydiert. 

Milchsaiure, Brenztraubensiiure, Dehydrase und Co-Ferment 
bilden ein thermodynamisch reversibles Oxydationssystem mit 
EK, = — 181 MV. 

6-Oxybuttersiure wird zu $-Ketobuttersiiure dehydriert. Die 
Dehydrierung der Milchsiiure und #-Oxybuttersiure wird durch 
dasselbe Co-Ferment aktiviert. Auch die Oxydation der §-Oxy- 
buttersiiure bildet ein reversibles System. 

Die Dehydrase der Milchsiure und f-Oxybuttersiure ist in hohem 
MaBe spezifisch. AuBer den genannten zwei Siuren wurde durch 
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sie unter den gepriiften Substanzen nur das Fructosediphosphat 
angegriffen, wobei dasselbe Co-Ferment zur Aktivierung nétig ist. 

Das Co-Ferment scheint nur die Dehydrierung der Milch- 
siure, nicht hingegen die Hydrierung der Brenztraubensiure zu 
beférdern, welch letzter ProzeB ohne Co-Ferment mit derselben 
Geschwindigkeit liuft wie in Gegenwart desselben. 

Vorliegende Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Foun- 
dation unterstiitzt. 








Die freie Energie der Milchsiureoxydation. 
Bemerkungen iiber MaBstabe biologischer Ox-Redoxpotentiale. 


Von 
A. Szent-Gyorgyi. 
Mit 1 Figur im Text 

Die potentiometrische MeBmethode ist beim Studium biologischer 
Oxydation besonders von Bedeutung, weil sie uns unmittelbar iiber 
die Anderungen der freien Energie AufschluB gibt. Als Bezugs- 
elektrode wird bei derartigen Messungen meistens die Kalomel- 
elektrode, theoretisch die Wasserstoffnormalelektrode verwendet. 
Der Potentialunterschied eines gemessenen Systems gegeniiber 
dieser Wasserstoffelektrode wird kurz E,, bezeichnet. Der Gebrauch 
dieser Elektrode als Bezugselektrode hat den grofen Nachteil, 
daB die biologischen Potentiale z. T. negativ, z. T. positiv sind, 
was zu einer Verwirrung und Uniibersichtlichkeit fiihrt. Die Elek- 
trode hat auch keine biologischen Beziehungen. 

Die andere vielgebrauchte Ausdrucksweise fiir Potentiale, der 
rH, ist einheitlicher, wird aber nur rechnerisch erhalten, und gibt 
keinen geniigend plastischen Eindruck iiber Potentialunterschiede. 

Es wurde in den letzten Jahren viel iitber das Reduktions- 
potential der Zelle gesprochen. ,,Reduktionspotential der Zelle“ 
hat keinen Sinn. Wir wissen, da8 das Oxydationssystem der 
Zelle iuBerst verwickelt ist. Das ,,Atmungsferment“, d. h. die- 
jenigen Stellen der Zelle, die den Sauerstoff aktivieren, haben 
wahrscheinlich ein Oxydationspotential, das nicht sehr verschieden 
ist von dem Potential des Luftsauerstoffes (E, + 810 MV bei p,,,). 
Diese Stellen diirften die positivsten Punkte der Zelle sein. Das 
K des pflanzlichen Phenoloxydasesystems mit Catechol-O.-Chinon 
ist, wie durch meinen Mitarbeiter Laki gemessen, + 430 MV. 
4* 
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Die durch Ascorbinsiure bedingten Potentiale des Zellsaftes liegen 
um ein KE, von ungefahr 140 MY. Cytochrom diirfte um + 50 bis 
60 MV. liegen. Das durch Glutathion bedingte KE, des Zellsaftes 
liegt unweit von 0, wahrenddessen die Potentiale der Dehydrasen 
bei — 180 und weiter unten liegen. Alle diese Systeme funktio- 
nieren im Leben, wo kein Gleichgewicht besteht und die ver- 
schiedenen Punkte der Zelle kinnen Potentialunterschiede vor 
1000 MV. aufweisen. 

Es scheint mir erwiinscht, als Bezugselektrode in der Biologic 
theoretisch eine Elektrode zu gebrauchen, die fiir alle Potentiale. 
die in der Zelle vorkommen kénnen, ein einheitliches Vorzeichen 
gibt. Solch eine Elektrode ist die Sauerstoffelektrode, die das 
theoretisch denkbar positivste Potential fiir die Zelle darstellt. Alle 
biologischen Potentiale miissen also, mit dieser Klektrode verglichen, 
negativ sein, so daB das Vorzeichen ganz vernachlissigt werden kann. 

In biologischer Hinsicht hat dieses Potential auch einen 
besonderen Vorteil. Wahrscheinlich liegt es nicht weit von dem 


EO, €,, Potentiale des sauerstoffaktivierenden Fermentes. 
ae Wenn wir die biologische Oxydation als eine 
*90F+700 galvanische Kette auffassen, so wird es letzten 
2001 .600 Endes der Potentialunterschied mit dieser Elek- 
rooljeoo _comma- trode sein, von dem die Zelle ihre Energie schépft. 


In nebenstehender Figur wird eine Ubersicht der 
biologischen Potentiale bei p,, mit dieser neuen 
Skala gegeben.') Als verkiirzte Ausdrucksweise 


“9ofseo0 itera == schlage ich KO, vor, worunter ich den Potential- 
wD unterschied des gemessenen Systems mit der 

ney Sauerstoffelektrode von identischem p,, verstehe. 
e00t » --—— 6 I 


Zur Bezeichnung des EK, in der neuen Skala 
wia— Schlage ich E,O, vor. 
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°°F-200 
11004 300 1) In der Héhe von 610 MV findet sich ein Niveau, 
wail _— dem eine hohe Reduktionskapazitit des Protoplasmas 


entspricht. Diese Reduktionskapazitit wird nicht durch 
den Zellsaft, sondern durch das Plasma bedingt. Sie kann auch im ge- 
waschenen Muskel nachgewiesen werden. Werden Substanzen mit einem 
geringeren E,O, in ihrer oxydierten Form zugesetzt, so werden diese 
reduziert. 1 g gewaschener Muskel kann etwa 1 mg Phenol-indopheno! 
reduzieren. Méglicherweise ist die eine Funktion des C-Vitamins, dieses 
Reduktionsniveau des Plasmas gegen Oxydation zu schiitzen. Zur ex- 
perimentellen Bestimmung dieser Reduktionskapazitiit geht man am besten 
derart vor, daB man das fein suspendierte Gewebe mit einem entsprechen- 
den Oxydationsmittel mit etwas geringerem E,O, titriert, gleichzeitig eine 
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In der vorhergehenden Arbeit wurde das EK, des Systems Milch- 
siiure—Brenztraubensdaure—aktivierte Dehydrogenase gegeben. Dieses 
war als — 181 MV. bestimmt. In der neuen Ausdrucksweise wiirde 
es heiBen EO, =991 MV. Wiirden wir in diesem System die Milch- 
siure zu Brenztraubensiure oxydieren lassen, wobei wir als zweite 
Hilfte der galvanischen Kette die Sauerstoffelektrode gebrauchten, 
so wirden wir beim Potentialunterschiede 991 MV. 45,7 Kal. als 
Anderung der freien Energie erhalten. Berechnen wir nun die 
Verbrennungswiirme der Milchsiiure zur Brenztraubensiure aus 
den thermischen Messungen, so erhalten wir 46,4 Kal., wenn wir 
fiir Brenztraubensiure den von Blaschko’) angegebenen Wert 
von 279,1 Kal. und fir Muilchsiiure den Wert von 325,5 Kal. 
‘Meyerhof?)] gebrauchen. Die Berechnung der freien Energie des 
Vorganges sowie der Verbrennungswerte gibt also ein beinahe 
identisches Resultat. 

Die Verbrennung der Milchsiure wurde bis jetzt als ein 
irreversibler ProzeB betrachtet, der fiir thermodynamische Behand- 
lung unzugiinglich ist. In der vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, 
da wenigstens die erste Oxydationsphase in der Zelle reversibel 
geleitet wird, wodurch der maximale thermodynamische Nutzeffekt 
erreicht werden kann. Die obigen Berechnungen zeigen, daB bei 
der Verbrennung der Milchsiure in diesem System auch die 
sesamte Verbrennungsenergie als freie Energie zur Arbeit ver- 
wendet werden kann. 

Vorliegende Arbeit wurde von der Josiah Macy jr.-Foun- 
dation unterstiitzt. 





andere Portion desselben Gewebes mit Trichloressigsiiure ausfallt, den Saft 
neutralisiert, titriert, und den erhaltenen Wert bei der totalen Reduktion in 
Abzug bringt. Das Potential des Cytochroms wurde anniherungsweise be- 
stimmt. Der angegebene Wert erhebt keinen Anspruch auf Genauigkeit. Zur 
Bestimmung sind wir derart vorgegangen, da8 wir gewaschenen Muskel 
in der Thunbergrohre mit Succinat, oder Lactat plus Co-Ferment bebriiteten, 
bis die violette Farbe die Reduktion des Cytochroms ankiindete. Dann 
wurden verschiedene Ox-Redoxindicatoren aus dem Ansatz zugegossen, und 
die Farbe der Suspension beobachtet, nachdem der Farbstoff entfirbt war. 
Die meisten Farbstoffe werden rascher entfirbt, als das oxydierte Cyto- 
chrom reduziert wird. Bei Farbstoffen mit einem positiveren E, als 100 
wird nach der Entfirbung des Farbstoffs das Cytochrom oxydiert vor- 
gefunden, als Zeichen dafiir, daB der Farbstoff das Cytochrom oxydierte. 
Das E, des Cytochroms muB also negativer sein. Thionin hinterlift das 
Cytochrom z. T. oxydiert. Methylenblau hinterliBt es reduziert. Das Cyto- 
chrom scheint also sein E, in der Nihe des Thionins zu haben. 
1) Biochem. Z. 158, 428 (1925). 

*) Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Berlin 1930, S. 214. 
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Das Ox-Redoxpotential der Ascorbinsaure. 


Von 


K. Laki. 
Mit 1 Figur im Text. 


Bekanntlich verleiht die Ascorbinsiure (Vitamin C) als Reduk- 
tionsmittel metallischen Elektroden ein negatives Potential, dessen 
Bestimmung erwiinscht schien. Georgescu!) hat sich im Labora- 
torium Wumsers bereits mit dem Potential dieser Substanz be- 
schiftigt und kam zu dem Ergebnis, daB die Ascorbinsiure ein 
thermodynamisch reversibles Ox-Redoxsystem bildet, dessen Normal- 
potential rH, 15 entspricht. Meine Messungen zeigen, daB die 
Substanz kein thermodynamisch reversibles System bildet, d. h., 
daB die oxydierte Form der Siure bei der Potentialmessung nicht 
mitbestimmend wirkt, also kein definitives Oxydationspotential 
entfaltet. Es ist schwer zu sehen, worin der Unterschied gegen- 
tiber Georgescus Resultaten zu suchen ist. Méglicherweise 
war sein Priparat nicht ganz rein. Ich verwendete die Substanz 
in ihrer rekrystallisierten, reinen Form mit dem theoretischen 
Schmelzp. 192° 

Ascorbinsiure ist neben Glutathion der zweite bekannte Be- 
standteil der Zelle, der das Ox-Redoxpotential des Zellsaftes zu 
bestimmen scheint und der chemisch reversibel oxydiert und 
reduziert werden kann. Es scheint mir beachtenswert, daB keine 
der beiden Substanzen ein thermodynamisch reversibles System 
bildet. Man kann sich leicht vorstellen, daB dies eine ticfere 
biologische Bedeutung hat. Soll das Ox-Redoxpotential des Zell- 
saftes konstant gehalten werden, so kann hierzu offenbar nur eine 
Substanz verwendet werden, die thermodynamisch kein reversibles 
System bildet. Ware dies nicht der Fall, so wiirde das Ox-Redox- 
potential sich gewaltig andern, sobald ein geringer Teil in die 
oxydierte Form iiberfiihrt wird. Bildet die Substanz kein re- 
versibles System, so wird selbst eine weitgehende Oxydation re- 
lativ nur wenig Kinflu8 auf das Potential ausiiben. Die Potential- 
inderung in diesem Fall wird der Potentialinderung entsprechen, 
die einer Herabsetzung der Konzentration entspricht. Meine Ver- 
suche wurden folgendermafen ausgefiihrt: 20 mg der freien Siure 
wurde in 1 ccm Wasser gelist, mit NaOH neutralisiert und dann 


1) J. de Chimie Physique 29, 217 (1932). 
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mit 7 cem einer m/15-Phosphatlésung von p,,7 verdiinnt. Die 
Lésung wurde in ein entsprechendes GefiB gebracht und ihr 
Potential unter Durchleitung von N, an einer blanken Gold- 
elektrode gemessen. Als Bezugselektrode diente die Kalomel- 
elektrode. Das Potential stellt sich in ungefihr 15 Minuten ein 
und ist reproduzierbar. Das Oxydationsmittel wurde in Portionen 
von 0,15—0,35 eingelassen. Die Lésung des Oxydationsmittels 
wurde in der Weise hergestellt, da& ungefihr 2 ccm die mit 
der Ascorbinsiure iiquivalenten Mengen enthielten. Als Oxydations- 
mittel wurde K,Fe(CN), und p-Chinon verwendet. Die K,Fe(CN),- 
Resultate sind in der Figur Kurve I dargestellt. Es zeigt sich, 
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da8 sich das Potential bei Zufiigung des Oxydationsmittels in 
derselben Weise iindert, als ob die Menge der anwesenden Ascor- 
binsiure entsprechend vermindert worden wire. Die Abszisse A 
bedeutet fiir diese Kurve ccm des Oxydationsmittels. 

In Ubereinstimmung hiermit steht die Konzentrationspotential- 
kurve der Ascorbinsiure, die in der Figur (Kurve IJ) dargestellt ist, 
wobei die Abszisse mg-Ascorbinsiiure in 10 ccm bedeutet. Das 
Lésungsmittel war dasselbe wie in obigem Versuch. 

Das Potential einer 0,2°/, igen Ascorbinsiiure wurde auch bei 
verschiedenem p, gemessen, um die p,,-Abhingigkeit der Siure 
kennen zu lernen. Folgende Werte wurden erhalten: p,, 2 = +140MV., 
Py 43 = +120 MV., p, 5 = —- 10 MV., p,, 7,383 = —140 MV. Diese 
Punkte liegen an einer Geraden mit Gefille von 53 MV. pro p,- 
Kinheit. Ich bin Herrn Professor A. Szent-Gyérgyi fiir An- 
regung und Hilfe dankbar. 

Vorliegende Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Foun- 
dation unterstiitzt. 




















Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXXII. Mitteilung. 


Uber die Extraktivstoffe der Krebsmuskulatur (Astacus fluviatilis L.). 
Von 


L. Broude. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1933.) 


Das Ziel dieser Arbeit war, die Extraktivstoffe des FluBkrebs- 
fleisches zu untersuchen und die Frage iiber das Vorkommen 
von Carnosin?), Kreatin und Kreatinin darin aufzukliren. 


Es gibt mehrere Angaben iiber die Extraktivstoffe des Muskelgewebes 
verschiedener Crustaceen, aber nur sehr wenig iiber die FluBkrebsmusku- 
latur. O. vy. Fiirth?) weist auf das Vorhandensein im FluBkrebsextrakte 
von Tyrosin, A. B. Griffiths’) von Kreatin (0,10°/,) und Milchsidure 
(0,2110°/,), O. Meyerhof und K. Lohmann‘) von d-Argininphosphor- 
siure hin; die beiden letzten Autoren konstatieren die Abwesenheit von 
Kreatinin. Was die Extraktivstoffe anderer Crustaceen anbetrifft, so haben 
D. Ackermann und F. Kutscher’) den sogenannten ,,Krabbenextrakt‘, 
der vom Gemische verschiedener Crustaceen stammt, untersucht und zeigten 
die Abwesenheit von Kreatin und Kreatinin, die Anwesenheit von Tyrosin, 
Leucin, Arginin, Lysin, Hypoxanthin, Betain, Milchsiiure, Methyl-pyridy]- 
ammoniumhydroxyd, Neosin und Basen unbekannter Struktur, Krangonin 
(C,,H,,O0,N,) und Krangitin (C,,H,,O,N,). E. Berlin®) hat im ,,Krabben- 
extrakt“ Glykokoll gefunden. U. Suzuki’) und Mitarbeiter fanden im 
Hummerextrakt Arginin, Lysin, Leucin, Tyrosin, Alanin, Spuren von Histidin 
und Prolin, bei einer ,,groBen Krabbe von Echizen“ — Tyrosin, Alanin, 
Leucin, Arginin, Histidin, Tryptophan, eine Base C,H,,0O,N, (Kanirin) und 
wenig Kreatin, J. Okuda‘) bei Krabbe Neptunus pelagicus — Kreatin (?) und 
Kreatinin (?), beim Palinurus japonicus Hypoxanthin, Arginin, Histidin, Lysin, 
Betain, Tyrosin, Alanin, Prolin, Milchsiure und Spuren von Taurin. Quanti- 
tative Bestimmung von Glykogen bei Carcinas moenas, Cancer pagurus und 

1) Spezifischer Bestandteil des quergestreiften Muskelgewebes; veg. 
WI. Gulewitsch, Diese Z. 158, 28 (1926). 

*) Vergleichende chemische Physiologie der niederen Tiere, S. 435 (1903). 

8) Chem. News 91, 146 (1905). *) Biochem. Z. 196, 22 (1928). 

5) Z. Unters. Nahrungmitt. usw. 13, 180, 610, 613 (1907); 14, 687 (1907). 

6) Zentralbl. f. Physiol. 24, 587 (1910/1911). 
7) J. Coll. Agric. Tokyo 1, 21 (1909): (Ref. Chem. Z. 1909, II, 637). 
8) J. Coll. Agric. Tokyo 5, 25 (1912); (Ref. Chem. Z. 1913, I, 1289). 
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Homarus vulgaris wurde von J.P. Hoet und P. M. Tookey Kerridge?), 
yon Glykogen und Milchsiure bei Palinurus vulgaris, Homarus vulgaris und 
Leander serratus von E. Boyland’), die Stickstoffverteilung im ,,Krabben- 
extrakt“ von H. Barschall’), im Extrakte aus Maja squinado (Muskel- 
gewebe) von G. Buglia und A. Constantino‘) ausgefiihrt. W. Wilson 
gibt die Stickstoff- und die Schwefelverteilung im eiweiSfreien Muskel- 
extrakte des Limulus polyphemus an.°) 


Die Stickstoffverteilung in einzelnen Fraktionen habe ich im 
eiweiBfreien Extrakte aus 1328 g FluBkrebsmuskelgewebe vor- 
genommen. 100 FluBkrebse wurden wihrend 5 Minuten im stré- 
menden Wasserdampfe getétet und die Muskulatur der Schere und 
des Schwanzes abpripariert. 














Fraktionen Stickstoffmenge in °/, 

EiweiBfreies Extrakt ........ eer 0,510 
I. Quecksilbersulfatniederschlag ......... 0,074 
1. Silberniederschlag ............. 0,007 
2. Silber-Barytniederschlag ..... . tae Su 0,034 
3. Filtrat vom Silber-Barytniederschlag .. ._ . 0,007 
II. Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag. . . . (0,364 
1. Phosphorwolframniederschlag (A)... . . . 0,104 
a) ler Silber-Barytniederschlag. ..... . 0,057 

b) 2er Silber-Barytniederschlag. ... . . . 0,010 

c) Wismutjodidniederschlag. ........ 0,002 

d) Phosphorwolframniederschlag (B) . . . . . 0,018 

e) Filtrat vom Phosphorwolframniederschlag (B) 0,002 

2. Filtrat vom Phosphorwolframniederschlag (A) 0,077 


Fassen wir diese Resultate mit den Angaben anderer Autoren 
iiber das Muskelgewebe der Saiugetiere zusammen, so wird ersicht- 
lich, daB der Gesamtstickstoffgehalt des Extraktes aus Krebs- 
muskulatur viel héher ist im Vergleich z.B. zu dem Extrakte aus 
Schweinefleisch (0,411°/,), und daB der Silber—Barytniederschlag 
der Quecksilberfraktion (Carnosinfraktion des Siugetierfleisches) 
im Krebsextrakte beinahe 2mal so arm an N ist, als dieselbe 
Fraktion des Schweinefleisches (0,062°/,). Einen erheblichen An- 
stieg des prozentuellen Verhaltens des Stickstoffes im Vergleich 


1) Proc. Royal. Soc. London, Series B, 100, NB 701, 116 (1926). 

7) Biochemic. J. 22, 362 (1928). 

*) Gesamt-N 7,4°/,, Phosphorwolframniederschlag-N 2,7°/,, Amino-N 
0,9°/,, NH,-N 0,15°/,; Kreatin und Kreatinin wurden nicht gefunden [Arbb. 
Kais. Gesundheitsamt 30, 74 (1909)]. 

*) Gesamt-N 2,53°/,, Amino-N 0,413°/, [Diese Z. 82, 439 (1912)]. 

5) Gesamt-N 0,441°/,, Amino-N 0,061°/,, Phosphorwolframniederschlag-N 
0,365°%); Gesamt-S 0,046°/, [J. of biol. Chem. 17, 385 (1914)). 

8) J. Smorodinzow, Diese Z. 123, 125 (1922). 
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zu den anderen Fraktionen erwiesen die Silber—Barytniederschlige 
des Filtrates vom Quecksilbersulfatniederschlag (Kreatinin- und 
Methylguanidinfraktionen). Sehr klein war der Stickstoffgehalt 
des Wismutjodidniederschlages (Carnitin-, Anserinfraktion). 

Zur weiteren Untersuchung wurden 12205 g Flu&krebsmusku- 
latur (von 897 FluBkrebsen) verwendet. Das in der Fleischhack- 
maschine zerkleinerte Fleisch wurde 3 mal mit Wasser bei 55 bis 
60°, jedesmal etwa '/, Stunde, extrahiert; das 1. Mal wurde das 
doppelte Gewicht Wasser, das 2. und 3. Mal 11/, maliges Gewicht 
Wasser genommen. Die vereinigten kolierten Extrakte, die schwach 
alkalisch gegen Lackmus reagierten, wurden bis zum Sieden erhitzt, 
mit Essigsiure schwach angesiiuert und von koaguliertem Hiweib- 
stoff abfiltriert. Die Fliissigkeit zeigte eine intensive griine 
Fluoreszenz; die Jodreaktion auf Glykogen fiel positiv aus. 

Die Flissigkeit wurde auf dem Wasserbade bis zum Sirup konzen- 
triert und mit 4 Volumen Alkohol iibergossen. Nach 2'/, Monaten wurde 
die Flissigkeit mit dem Niederschlag in eine Schale gebracht, mit Wasser 
verdiinnt und bis zur Sirupkonsistenz eingedampft, um Alkohol zu entfernen 
und die Ester, die beim Stehen mit Alkohol méglicherweise gebildet worden 
sind, zu verseifen. Die weitere Untersuchung wurde nach dem im hiesigen 
Laboratorium ausgearbeiteten Quecksilbersulfatverfahren ausgefiihrt.1) Um 
eine bessere Fallung mit 10°/, iger Quecksilbersulfatlésung in 5°/, Schwefel- 
siiure zu erhalten, wurde '/, Volumen Athylalkohol zugefiigt. Der Queck- 
silbersulfatniederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen, mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das sauer reagierende Filtrat anfangs mit Barium- 
hydroxyd, dann mit Bariumcarbonat neutralisiert und mit Silbernitrat gefiallt. 
Die erhaltene Purinfraktion war sehr klein und wurde nicht weiter untersucht. 

Aus dem Filtrate vom Silberniederschlag wurde der Silber— 
Barytniederschlag erhalten. Mit Schwefelwasserstoff zersetzt gal 
er eine stabile kolloidale Suspension, welche auch beim Kin- 
dampfen bis zur Trockne nicht koagulierte. Der Riickstand wurde 
in Wasser gelést, mit 50°/, iger Phosphorwolframsiure gefallt, der 
Niederschlag mit Bariumhydroxyd zerlegt und die vom Ba” befreite 
Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis zum Sirup eingedampft. Der 
Sirup reagierte schwach alkalisch gegen Lackmus und krystalli- 
sierte nicht; nur nach sehr langem Stehen wurde eine sehr kleine 
Menge Krystalle ausgeschieden. Der Sirup wurde in 10 ccm 
Wasser gelist, die Liésung filtriert und polarisiert: @, = — 1,99" 
(l= 1 dm). Starke Linksdrehung und nur schwach alkalische 
Reaktion zeigten die Abwesenheit von Carnosin an. Die 
Substanz wurde in Kupfersalz iibergefiihrt, das nicht krystallisierte. 





1) Vgl. F. Hoppe-Seyler u. H. Thierfelder, Handbuch d. physiol. 
u. path.-chem. Analyse, 4. Aufl., S. 861 (1924). 
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Das Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlage wurde mit Barium- 
hydroxyd neutralisiert, vom Quecksilber durch Schwefelwasserstoff befreit 
und mit MgO destilliert. Die im Kolben nach der Destillation gebliebene 
Fliissigkeit wurde durch Bariumhydroxyd von Magnesium befreit, mit 
Schwefelsiiure neutralisiert, eingedampft und mit Silbernitrat gefillt. Der 
geringe Silberniederschlag (Kreatininfraktion) wurde durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, die Fliissigkeit mit Bleiessig gefillt, das Blei mit Schwefel- 
wasserstoff entfernt, das Filtrat mit gleichem Volumen n/1-HCl versetzt und 
zuerst auf freier Flamme bis zum kleinen Volumen, dann auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft. Die mit wiBriger Lésung des Riickstandes 
ausgefiihrte Weyls Reaktion auf Kreatinin fiel negativ aus. 


Kreatinin konnte nicht nachgewiesen werden. 

Im Filtrate vom Silberniederschlage wurde in gewodhnlicher 
Weise der Silber—Barytniederschlag erhalten. Nach seiner Zer- 
setzung mit Schwefelwasserstoff und Barytentfernung ergab er 
eine stark alkalisch reagierende Liésung, die, zum Sirup ein- 
vedampft, krystallisierte. Da es nicht gelang die Krystalle ab- 
zusaugen, wurde die Substanz in wenig Wasser gelést und frak- 
tionierter Fiillung mit Alkohol unterworfen. Es wurden 8 Frak- 
tionen Ol erhalten, nur in der letzten Fraktion war beim Stehen 
ein kleiner, in kaltem Wasser schwerléslicher, gelblichweiBer Nieder- 
schlag ausgeschieden ; beim Mikroskopieren waren keine nadelférmigen 
Krystalle von Carnosin zu sehen. Der Niederschlag wurde ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen. Die Substanz reagierte sehr 
schwach alkalisch (fast neutral) gegen Lackmus, schmolz unter 
Zersetzung bei 223—225° und verbrannte ohne Asche zu hinter- 
lassen; beim Gliihen machte sich der Geruch von Diaminen be- 
merkbar. Phosphorwolframsaéure erzeugte einen guten Nieder- 
schlag, der sich leicht im Wasser beim Erwirmen léste und beim 
Erkalten wieder erschien. Ammoniakalische Silbernitratlésung 
erzeugte keine Fillung. Weyls Reaktion auf Kreatinin, die 
Reaktion auf Oxalylmethylguanidin (Erwirmen mit Ammoniak und 
einem Tropfen CaCl,-Lésung), die Xanthinprobe und die Weidel- 
sche Probe fielen negativ aus. 

I. 2,288 mg Subst.: 0,65 cem N, (23°, 739 mm) = 30,9°/, N. 

IT. 2,025 mg Subst.: 0,57 cem N, (25°, 740 mm) = 30,5°/, N.’) 

Alle Fraktionen des Ols wurden vereinigt, in Wasser gelist 
und mit 50°/,iger Phosphorwolframsiure gefallt. Der Nieder- 
schlag (A) wurde abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen und 
wiederholt mit siedendem Wasser extrahiert. Der beim Erkalten 
der Flissigkeit ausgeschiedene krystallinische Niederschlag wurde 





1) Diese Analysen wurden nach Mikro-Dumas yon Fri. J. Weinstein 
ausgefiihrt, wofiir ich ihr meinen besten Dank ausspreche. 
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in gewohnlicher Weise mit Bariumhydroxyd zersetzt und in Kupfer- 
salz iibergefihrt, das mit wiBrigem Alkohol (7 Teile Alkoho! 
+3 Teile Wasser) extrahiert wurde. Der ungelést gebliebenc 
Teil wurde abgesaugt und 2 mal aus Wasser umkrystallisiert. 

III. 0,3930 g lufttrockene Subst.: 0,0541 g CuO = 11,0°/, Cu. 

Die Substanz wurde nochmals aus Wasser umkrystallisiert. 

IV. 0,3899 g lufttrockene Subst.: 0,0550 g CuO = 11,3°/, Cu. 

Fiir weitere Analysen wurde die Substanz im Exsiccator iiber Schwefel- 
siure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Beim Trocknen im Vakuum- 
exsiccator iiber H,SO, oder beim Erwiirmen auf 105—115° konnte die Ge- 
wichtskonstanz nicht erreicht werden (die Substanz schien allmiihlich zer- 
setzt zu werden). 

V. 0,2628 g getrocknete Subst.: 0,0435 g CuO. 


VI. 0,2907 g - » + 0,0471 g CuO. 
VII. 0,1518 g “ » : 90,2136 g CO, und 0,1004 g H,O. 
VIII. 0,1051 g be 5 : 21,3 eem N, (19°, 740 mm). 
Gef. Ber. C,,H,;,0,N,Cu(499,9) C,,H,,O,N,Cu(497,9) C,,H,,0,N,Cu(501,9) 
C 38,4 38,4 38,6 38,3 
H 7,4 7,4 6,9 7,6 
N 22,5 22,4 22,4 22,3 
Cu 13,1 12,7 12,8 12,7 
O 18,6 19,2 19,2 19,1 


Von der Differenz im Cu-Gehalte der lufttrockenen (11,1°/,, 
Anal. III und IV) und der iiber H,SO, getrockneten (13,1°/,) 
Substanz ausgehend, wird der Krystallwassergehalt der luft- 
trockenen Substanz zu 15,3°/, (5 Mol.) berechnet. Fir die freie 
Base sind folgende Formeln méglich: C,,H,,0,N,, C,H,,0O,N, oder 
C,H,,O,N,; in Anbetracht der Méglichkeit, daB vielleicht nicht 
alles Krystallwasser beim Trocknen iiber H,SO, bei Zimmertempe- 
ratur entweiche'), kann die Formel auch C,,H,,0,N,, C,H,,0,\, 
oder O,H,,O,N, sein. Die Menge der Substanz war zu klein fiir 
Strukturuntersuchung. 

Der im kochenden Wasser ungelést gebliebene Teil des 
Phosphorwolframniederschlages (A) wurde bei Zimmertemperatur 
mit wiBriger Acetonlésung (4 Teile Aceton + 3 Teile Wasser) ex- 
trahiert, der Extrakt auf dem Wasserbade eingedampft, mit Barium- 
hydroxyd zerlegt und nach Ba’-Entfernung in Kupfersalz iiber- 
gefiihrt, das schlecht krystallisierte. Die Substanz wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit, mit Salpetersiiure neutra- 
lisiert, in Kupfernitratdoppelsalz verwandelt und fraktionierter 
Krystallisation aus Wasser unterworfen. Es waren mikroskopische 


1) F. Wrede [Diese Z. 203, 163 (1931)] weist nach, daB z. B. Kupfersalze 
des racemischen Lysins (C,H,,0,N,.),-CuC!,-2H,O und C,H,,0,N,+CuCl, -H,0 
kein Krystallwasser, sogar beim Trocknen in vakuo bei 100°, abgeben. 
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hellblaue diinne Tafeln und feine Nadeln erhalten, die der Linge nach 
negativ waren und etwa parallele Ausléschung des Lichtes zeigten.") 

Die in der ersten Fraktion erhaltenen Krystalle wurden im 
Exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet und nahmen dabei schén 
violette Farbung auf. 

IX. 1,6114 g der frisch auskrystallisierten und zwischen Filtrierpapier 

abgepreBten Substanz verloren 0,1390 g an Gewicht. 

X. 0,0978 g trockene Subst.: 0,0976 g CO, und 0,0480 g H,0. 

XI. 0,0842 g ” » +: 19,38 cem N, (19°, 746 mm). 
C,H,,0.N,)2:Cu(NO,).-3H,O (589,9) Ber. H,O 9,2  Gef. H,O 8,6. 
C,2H,,0,,N,,Cu (535,9) Ber. C 26,9 H53 #£N 26,1 

Gef. ,, 27,2  ,, 5,5 4, 25,7. 

Die Substanz zersetzte sich beim Erwirmen iiber 193° (der 
Schmelzpunktsapparat wurde bis auf 175° vorerwirmt). 

Die iibrigen Krystallfraktionen, die aus der Mutterlauge des 
Argininkupfernitratdoppelsalzes ausgeschieden waren, wurden mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die Fliissigkeit abgesaugt und auf 
dem Wasserbade eingedampft. Es wurden gut ausgebildete Kry- 
stalle ausgeschieden. Sie wurden abgesaugt, mit wiBrigem Alkohol 
(1:1) gewaschen und 2mal aus heifSem Wasser unter Tierkohle- 
zusatz umkrystallisiert. Die Substanz enthielt kein Krystallwasser 
und hinterlie8 beim Gliithen keine Asche. 

XII. 0,4468 g zwischen Filtrierpapier abgeprebter Substanz verloren 

beim Trocknen im Vakuumexsiccator 0,0007 g an Gewicht. 

XIII. 0,1130 g getrocknete Subst.: 29,7 cem N, (19°, 754 mm). 

C,H,;0,N, (237,2) Ber. N 29,5 Gef. N 29,7. 

Die wiBrige Lésung der Substanz drehte die Polarisations- 
ebene des Lichtes nicht: #, =0,015° (p = 1,781°/,, 1 = 2 dm). 
Die untersuchte Substanz war somit Arginin, und zwar race- 
misches Arginin. Wahrend d-Argininnitrat in Form kreide- 
artiger Massen ausgeschieden wird, stellte die aus Krebsmuskel- 
extrakt isolierte Substanz, wie es auch Gulewitsch’) fiir das 
d,l-Argininnitrat nachwies, Drusen yon gut ausgebildeten 4 seitigen 
prismatischen Krystallen dar. Die Substanz schmolz bei 227° 
unter Zersetzung.’) 

1) Die Krystalle des Kupfernitratdoppelsalzes des d-Arginins (C,H,,O.N,),° 
Cu(NO,),-31/,H,O im Priparate, das mir Herr Prof. Dr. Wl. Gulewitsch 
liebenswiirdig iiberlassen hat, waren der Linge nach positiv und zeigten 
parallele Ausléschung. 

*) Diese Z. 130, 155 (1923); vgl. F. Hoppe-Seyler u. H. Thier- 
felder, Handbuch d. physiol.- u. path.-chem. Analyse, 4. Aufl., 8. 260 (1924). 

*) Fur d,/-Argininnitrat wird der Schmelzpunkt sehr verschieden an- 


gegeben (211—230°), fiir d-Argininnitrat viel niedriger, aber auch sehr ver- 
schieden (126°, 175° (H.-S. u. Th., a. a. O.). 
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Das racemische Arginin wurde meines Wissens im Organismus 
noch nicht gefunden.’) Es wurden im ganzen mehr als 10 ¢ 
d,l-Argininnitrat erhalten. 

Im Filtrate vom Phosphorwolframniederschlage (A) (im Teile 
des Extraktes, der zur Stickstoffverteilung benutzt wurde) wurde 
die Milchsiure nachgewiesen. Die Fliissigkeit wurde mit 
Schwefelsiiure angesiuert, im Kutscherapparate 41 Stunden mit 
Ather extrahiert, die atherische Liésung bis zum Sirup konzentriert, 
mit Bleicarbonat im Uberschu8 versetzt und bis zur Trockne 
auf dem Wasserbade eingedampft. Der Riickstand wurde wieder- 
holt mit heiBem Wasser extrahiert. 

Mit den vereinigten abfiltrierten Extrakten wurden die Boas- 
und die Uffelmann-Reaktionen auf Milchsiure ausgefiihrt; sie 
fielen stark positiv aus. Die Fliissigkeit wurde mit Zinkcarbonat- 
iiberschuB versetzt, erwirmt, abfiltriert und auf dem Wasserbade 
stark eingeengt. Es wurden Drusen von ungefarbten Krystallen 
ausgeschieden, die mikroskopisch gut ausgebildete lange Prismen 
vorstellten, welche der Linge nach negativ waren und parallele 
Ausliéschung des Lichtes zeigten. Die Krystalle wurden abgesaugt, 
mit einigen Tropfen Wasser gewaschen und im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiiure getrocknet. Die Substanz drehte die Polari- 
sationsebene des Lichtes nach links: [¢], = —7,21° (4, =—0,15°: 
1 = 4 dm; c = 0,5196°/,).”) 


Die Krystalle waren mit dem Zn-Salze der d-Milchsiure, das 
Herr Prof. Dr. Wl. Gulewitsch mir lebenswiirdig iiberlassen hat, 
identisch. Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitsch gestatte ich mir an 
dieser Stelle meinen innigsten Dank fiir die bestindige Unter- 
stiitzung bei der Arbeit auszusprechen. Der Wissenschaftlichen 
Kommission des Komitees der Chemisation von USSR. danke ich 
fiir die Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit nétig waren. 





1) Racemisches Arginin wurde von F. Kutscher [Diese Z. 26, 114 
(1898)] zwischen den Produkten der tryptischen Verdauung des Fibrins, von 
Kutscher (a. a. 0.) und von Riesser [Diese Z. 49, 210 (1906)] durch Er- 
hitzen des d-Nitrates, von Cathcart [J. of Physiol. 32, 299, XV (1905)] 
bei der Hydrolyse des Blutserums durch die a-Milzprotease und des Fibrins 
durch das Urotrypsin, von WI. Gulewitsch (a. a. O.) bei der Siurehydro- 
lyse der Gelatine aufgefunden. 

*) H. Landolt [Das optische Drehungsvermégen, 2. Auflage, S. 470 
(1918)] gibt fiir d-milchsaures Zink [a] = 7,60 bei ¢ = 5,26°/,, [a]p = 6,85 
bei c = 7,47°%, an. 
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Uber das Oxalyl-methyl-guanidin (Kreaton) 
als ein Bestandteil des Muskelgewebes.’) 


Von 
) WI. Gulewitsch. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1933.) 


In Fortsetzung der Arbeiten, welche wihrend mehrerer Jahre 

: von mir und meinen Mitarbeitern iiber die Extraktivstoffe 
der Muskeln ausgefiihrt werden, habe ich einer genauen Unter- 
suchung die Stickstoffverbindungen unterworfen, welche im Filtrate 
von der Fallung des Carnosins durch Quecksilberoxydsulfat ent- 
halten sind. Es wurde das Filtrat verarbeitet, welches aus 29 kg 
reinem, von Fett, Sehnen usw. abpripariertem Fleisch stammte. 
Nach dem Entfernen von Hg” und SO,’ wurde die Flissigkeit 
bei amphoterer Reaktion auf dem Wasserbade eingeengt und 
daraus unter verschiedenen Fillungsbedingungen durch Queck- 
silberchlorid 6 Niederschlagsfraktionen erhalten, welche dann in 
eine groBe Menge kleinerer Fraktionen zerteilt wurden. 

Die erste Fraktion, welche beim Versetzen des Anfangs- 
filtrates mit einer heiBen wiBrigen Lésung von 270 g Quecksilber- 
chlorid entstand, wurde dreimal mit Wasser ausgekocht (insge- 
samt etwa 6 Liter) und die Ausziige durch einen HeiBwasser- 
trichter filtriert. Nach dem Erkalten schied sich ein Niederschlag 
aus, welcher trocken 9°/,g wog. Nach zweimaliger Krystallisation 
aus heigem Wasser unter Zufiigen von Tierkohle wurde ein ganz 
farbloser glanzender mikrokrystalliner Niederschlag erhalten, 
welcher aus langen schiefen Tafelchen bestand, deren Aus- 
léschungsrichtung der lingeren Kante parallel war, die Kry- 
stalle waren der Linge nach +. Merkwiirdigerweise enthielt die 








') Vorgetragen in der Sitzung der Akademie der Wissenschaften der 
U.S.S.R. am 25. V. 1930. 
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Substanz keine Spur Hg. Cl, P,S waren abwesend. Die Substanz 
war stark stickstoffhaltig. Beim Erhitzen verkohlte sie stark, ver- 
breitete den Geruch nach Isonitril und hinterlieS keine Asche. 
Die Substanz ist in kaltem Wasser sehr schwer lislich, bedeutend 
leichter (etwa 1: 50) in heibem. 


Zur Analyse wurde die Substanz im Exsiccator iiber Schwefelsiure 
wihrend 1'/, Monaten getrocknet.') 


I. 0,1864 g Subst.: 0,2004 g CO,, 0,0909 g H,O 
Il. 01982 g¢ ,, 43,35 cem N, (17°, 754 mm) 
III. 0,0945¢ _—s,, 21,15 eem Ny, (19,5°, 747 mm) 


IV. 0,1476¢ _,, 32,7 cem N, (16°, 742 mm). 
C,H,O,N, (163,1) 

Ber. C 29,4 H 5,6 N 25,8 O 39,2 

Gef. ,, 29,3 By » 25,07, 25,09, 25,07 ,, (40,2). 


Der merklich niedrigere Stickstoffgehalt gegen die Theorie 
bei erhéhtem Gehalt an Sauerstoff konnte durch eine geringe 
Beimengung eines Produktes der hydrolytischen Abspaltung der 
Imidgruppe verursacht werden. Die Substanz wird nimlich sehr 
leicht hydrolysiert (vgl. weiter unten). Der Gehalt von 3 Atomen N 
in Gegenwart von nur 4 Atomen C lieB vermuten, daB die Sub- 
stanz ein Guanidinderivat ist. Dann kann ihre Struktur durch 
folgende Formel ausgedriickt werden: HN=OK +H,O.. 

N(CH,)-CO-COOH 
Die Substanz mit dieser Struktur wurde von L. Baumann und 
Th. Ingvaldsen?) als ein Oxydationsprodukt des Kreatins durch 
Einwirkung von Quecksilberacetat erhalten, was auch von J. Green- 
wald*) bestitigt wurde. Die von mir aus dem Fleisch isolierte 
Substanz hatte dieselben EKigenschaften wie der von L. Baumann 
und Th. Ingvaldsen beschriebene Kérper: sie war in kaltem 
Wasser sehr schwer léslich, leichter in heiBem, die Lisung reagierte 
auf Lackmus sauer. Sowohl in verdiinnten Mineralsiuren, wie auch 
in Kalilauge war die Substanz leicht léslich. Sie wurde durch Cal- 
ciumchlorid bei Zimmertemperatur nicht veriindert, beim Erwirmen 
aber triibte sich die Lésung rasch infolge von Calciumoxalat- 
bildung. Der von L. Baumann und Th. Ingvaldsen gegebenen 
Beschreibung kann ich hinzufiigen, daB die Substanz leicht unter 





1) Beim Stehen im Exsiccator iiber Schwefelsiiure verliert die Sub- 
stanz sehr langsam an Gewicht (1'/, Monate). Im Vakuumexsiccator konnte 
die Gewichtskonstanz selbst nach 16 Monaten nicht erreicht werden. 

*) J. of biol. Chem. 35, 277 (1918). 

8) J. Amer. chem. Soc. 41, 1109 (1919). 
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Oxalsiurebildung teilweise hydrolysiert wird, wenn man dieselbe 
mit 2n-Salzsiure, verdiinnter Lauge, Ammoniaklésung oder blo8 
mit Wasser kocht. Die Substanz war in 1,7°/, warmer wiBriger 


_Lésung optisch inaktiv und gab weder Weyls noch Jaffés Reak- 


tionen auf Kreatinin. 


Die von mir isolierte Substanz unterschied sich von der von 
Baumann und Ingvaldsen beschriebenen nur dadurch, daf sie 
bei 182,5° unter Zersetzung schmolz und nach dem Trocknen 
im Exsiccator iiber Schwefelsiure noch 1 Mol Krystallwasser ent- 
hielt, wihrend der von Baumann und Ingvaldsen erhaltene 
Korper bei 203—204° schmolz und sich mit 2 Mol Wasser 
krystallisierte, welche er beim Trocknen iiber Phosphorsiure im 
Vakuumexsiccator bei 100° verlor. Der Unterschied in den 
Schmelzpunkten konnte allerdings von einer geringen hydrolytischen 
Zersetzung beim Umkrystallisieren meiner Substanz aus kochender 
wiBriger Loésung herriihren, mit welcher Vermutung auch die 
Analysenresultate stimmen. Zur sicheren Identifizierung meiner 
Substanz wurde ein Teil derselben durch 4stiindiges Kochen mit 
2n-Salzsiiure hydrolysiert, wobei Oxalsiiure entstand, welche als 
Calciumsalz abgeschieden wurde. 


0,2256 ¢ der bei 110° getr. Subst. hinterlieBen nach Gliihen 0,0867 g CaO. 
C,0,Ca+H,O (146,1) Ber. Ca 27,43 Gef. Ca 27,46 


Kine andere Portion derselben Substanz wurde 15 Stunden 
lang mit 20°/, iger Natronlauge destilliert, wobei das verdunstende 
Wasser aus einem Tropfentrichter nachgefiillt wurde, die letzten 
6 Stunden ging die Destillation aus 40—50°/,iger Natronlauge 
vor sich. Das Destillat wurde in Salzsiiure aufgefangen, die er- 
haltene Liésung zur Trockne eingedampft. Die Mischung der 
Chloride wurde durch mehrere Male wiederholte Extraktion mit 
absolutem Alkohol und Verdunsten der Lisung von Beimischung 
des Ammoniumchlorids befreit. Die Verbindungen, die aus dem 
in absolutem Alkohol léslichen Chloride mit Quecksilberchlorid, 
Platin- und Goldchlorwasserstoftsiiure dargestellt wurden, erwiesen 
sich mikrokrystallographisch als mit den entsprechenden Ver- 
bindungen des Methylamins vollkommen identisch. Besonders 
charakteristisch waren die Krystalle der Chloroplatinate, welche 
sich als optisch inaktive 6- und 3-seitige mikroskopische ‘T'afeln 
ausscheiden, dann aber in eine zweite Modifikation iibergehen, 
Welche anisotrope polygonale Tiifelchen bildet. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. 5 
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Somit wurden bei der hydrolytischen Spaltung der Substanz 
Ammoniak, Methylamin und Oxalsiiure aufgefunden, deren Bildung 
durch die folgende Reaktionsgleichung ausgedriickt werden kann: 

HN : C(NH,) - N(CH,) - CO - COOH + 3H,0 

= NH, + CO, + NH, + NH, - CH, + HOCO - COOH. 

Die Substanz, welche Baumann und Ingvaldsen bei Oxy- 
dation des Kreatins erhalten haben und welche diese Struktur be- 
sitzt, haben die Verfasser «-Methyl-guanido-glyoxylsiure genannt. 
Sie kann auch als e-Oxalylmethyl-guanidin oder weger ihres 
Verhaltens zu Kreatin HN : C(NH,) - N(CH,)- CH, - COOH kurzweg 
als Kreaton bezeichnet werden. 

Baumann und Ingvaldsen haben diese Substanz als Produkt 
der Oxydation von Kreatin durch Quecksilber-oxydacetat erhalten. 
Zwar habe ich bei der Isolierung von Kreaton aus Fleisch dieses 
Reagens nicht verwendet, doch ist im Fleischextrakt selbst Milch- 
siure vorhanden, deren Natriumsalz mit dem benutzten Queck- 
silberchlorid das Quecksilberacetat bilden und dieses dann dem 
Quecksilberacetat abnlich auf Kreatin oxydierend einwirken konnte. 
Um die Méglichkeit solch einer Reaktion zu erforschen, habe ich 
reines Kreatin genommen, welches keine Beimischung von Kreaton 
enthielt, da das Priparat beim Kochen mit 2n-HCl wihrend 
41/, Stunden keine Spuren von Oxalsiiure zeigte, welche sich bei 
der Hydrolyse des Kreatons sehr leicht bildet. Dieses Kreatin 
wurde mit Quecksilbersulfat und Sublimat bei denselben Versuchs- 
bedingungen wie in der Untersuchung des Fleisches behandelt. 

Zur Lésung von 2g Kreatin in 100 cem Wasser wurden 20 ccm 
Hopkinsreagens hinzugefiigt, die Mischung 24 Stunden lang stehen ge- 
lassen, mit H,S zersetzt, mit Bariumhydroxyd neutralisiert, das Filtrat von 
BaSO, auf dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand in Wasser gelist, 
mit Natriumearbonat bis zu sehr schwacher alkalischer Reaktion versetzt, 
dann mit heiBer waBriger Lisung von 25 g Sublimat und mit 3 g Milchsiiure 
gemischt, welche vorher mit Natronlauge neutralisiert wurde. Die Mischung 
wurde 5 Tage lang stehen gelassen (bei der Verarbeitung des Fleischauszuges 
stand die Mischung desselben mit Sublimat 3 Tage lang). Weiter wurden 
das Filtrat von dem reichlich ausgeschiedenen Niederschlag, der beim Sieden 
mit Wasser geléste Teil desselben und der dabei ungelést gebliebene Teil 
getrennt untersucht. Nach dem Entfernen von Hg” durch H,S wurde jede der 
3 Fraktionen im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 14°/, HCl 
gelést und die Lésung im Quarzkolben mit aufsteigendem Kiihler 4 Stunden 
lang gekocht. Die Lésung wurde in einer Platinschale auf dem Wasserbade 
verdampft. Im Riickstand waren keine Spuren von Oxalsiure zu finden. 

Auf Grund der Resultate dieses Versuches ist wohl die Ver- 
mutung gerechtfertigt, daf das Kreaton, welches in einer ziem- 
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lichen Menge aus dem Fleisch isoliert wurde, dessen priformierter 
Bestandteil und kein Artefakt ist. 

H. Steudel?) hat neulich eine betrichtliche Menge Oxalsiiure 
aus frischen Rindermuskeln (0,14 g pro Kilogramm frischer Mus- 
keln) und auch aus Liebigschem Fleischextrakt isoliert und sagt, 
daB die Frage nach ihrer Herkunft nicht ohne weiteres zu be- 
antworten ist. Aus den oben angegebenen Eigenschaften des 
Oxalyl-methyl-guanidins folgt, daB die Oxalsiiure in den Muskeln 
wenigstens teilweise aus dieser Verbindung hydrolytisch entstehen 
kann. 0,14 g krystallinischer Oxalsiure entsprechen 0,18 ¢ Krea- 
ton; in 1 kg Rindermuskeln habe ich 0,34 ¢ Kreaton gefunden, 
wobei seine Ausbeute keinesfalls quantitativ war. 

Der Guanidinstoffwechsel im Kérper ist bei weitem noch 
nicht aufgeklirt und der Ergriindung dieses Stoffwechsels miBt 
man eine gewisse Bedeutung auch in der Pathologie zu. Die An- 
wesenheit des Kreatons im Fleisch weist auf die Méglichkeit des 
Uberganges von unschiidlichem Kreatin iiber das giftige (nach 
Versuchen von Baumann und Ingvaldsen, a. a. O.) Kreaton in 
ebenfalls giftiges Methylguanidin hin, welches man ja, wie auch 
das Dimethylguanidin, im K6érper aufgefunden hat. Aus den Ver- 
suchen von Baumann und Ingvaldsen (a. a. O.) folgt, daB beim 
Hunde die Ausscheidung des Kreatins mit dem Harn durch In- 
jektion von Kreaton stark erhéht wird. Diese Beobachtung libt 
mit einiger Wahrscheinlichkeit vermuten, daB Kreaton im Kérper 
in Kreatin iibergehen kann. Wiirde nun einmal bewiesen, dab 
eine umkehrbare Reaktion des Uberganges von Kreatin in Kreaton 
im K6rper wirklich stattfindet, so wire die Vermutung plausibel, 
dai Kreatin, dem Glutathion fbnlich, an den oxydo-reduktiven 
Reaktionen des Organismus teilnimmt. 


1) Diese Z. 211, 253 (1932). 














Zur Kenntnis der Gallensauren. 
XXXIX. Mitteilung. 
Von 
Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1933.) 


I. Uber die Formel der von Biliansdure-oximlactam sich ableitenden 
Nitrosoverbindung. 

LaBt man auf Biliansiure-oximlactam C,,H,,N,O, (I) kurze 
Zeit Salpetersiure bei Zimmertemperatur einwirken, so bildet sich 
eine blaugefirbte Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, oder C,,H,,N,0,, 
d. h. es handelt sich bei der Entstehung des Nitrosokérpers ent- 
weder um eine einfache Isomerisation des Oximlactams oder um 
eine gleichzeitige Herausnahme von 2 Wasserstoffatomen (Formel II). 
Fiir die letztere Annahme spricht die Tatsache, daB das Oxim- 
lactam nur unter dem Einflu8 von Salpetersiure, nicht von anderen 
Saéuren (HCl, H,SO,) in die Nitrosoverbindung iibergeht (De- 
hydrierung), sowie die Beobachtung, da8 umgekehrt der blaue Stoff 
nur durch EHisessig und Zinkstaub, nicht durch Eisessig allein, in 
das Oximlactam zuriickverwandelt wird (Hydrierung). Auch die 
Bildung der Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,,.NO, aus dem Nitroso- 
kérper durch Natronlauge laBt sich am ungezwungensten erkliiren. 
wenn man in ihm eine Doppelbindung annimmt: >C=C(NO)— 
> >C=C(OH)—>>CH—CO—. Andererseits wird aber die blaue 
Verbindung auch durch konzentrierte Schwefelsiiure in das Oxim- 
lactam iibergefiihrt. Da man der Schwefelsiure reduzierende 
Kigenschaften nicht zuschreiben kann, wiirde dieser Ubergang eher 
dafiir sprechen, daB es sich bei den beiden Verbindungen um 
Isomere handelt, aber gerade die Schwefelsiurereaktion nimmt 
allem Anschein nach einen komplizierten Verlauf und es ist das 
Oximlactam nicht das einzige Reaktionsprodukt, wie denn auch 
seine Isolierung nur mit Hilfe eines besonderen Reinigungsver- 
fahrens verwirklicht werden kann. Alles in allem hatte auf Grund 
der bisher vorliegenden Ergebnisse die Annahme einer Doppel- 
bindung in dem Nitrosokérper die bei weitem gréBere Wahrschein- 
lichkeit fiir sich. 
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Zur endgiiltigen Entscheidung der Frage konnte unter Um- 
stiinden die katalytische Hydrierung dienlich sein, die gelegentlich 
einer Diskussion von Herrn Wienhaus vorgeschlagen wurde. Auf 
Veranlassung von Herrn Wienhaus hat Herr Dr. Schiitt in der 
Organischen Abteilung des hiesigen Chemischen Instituts Hydrie- 
rungsversuche mit dem blauen Stoff vorgenommen. Beiden Herren 
sei auch an dieser Stelle fiir ihre Mithewaltung bestens gedankt. 
Die Versuche ergaben, daB bei Wahl des geeigneten Katalysators (Pt) 
in sehr kurzer Zeit 1 Mol Wasserstoff aufgenommen wird, dab die 
Aufnahme aber dann in verlangsamtem Tempo weitergeht. Unter- 
bricht man die Reaktion, nachdem 1 Mol Wasserstoff verbraucht 
ist, so JaBt sich in einer Ausbeute von fast 74°/, reines Oxim- 
lactam isolieren. Neben der Bildung des Oximlactams spielen sich 
offenbar noch andere Vorginge unbekannter Art ab. Wenn somit 
die Versuche auch keinen absolut biindigen Beweis fiir die An- 
nahme einer Doppelbindung in dem Nitrosokérper erbracht haben, 
so bilden sie doch zum mindesten eine sehr starke Stiitze fiir eine 
solche Annahme. Lift man die Doppelbindung gelten, dann wird 
sich diese aber mit gréSter Wahrscheinlichkeit zwischen den 
Kohlenstoffatomen 7 und 8 befinden, d. h. es wird der tertiiir ge- 
bundene Wasserstoff des Kohlenstoffatoms 8 sein, der zur Bildung 
der Doppelbindung AnlaB gibt. Darauf war ja friiher schon wieder- 
holt hingewiesen worden.') In diesem Zusammenhang mag erwahnt 
werden, daB mit 3 Terpenketon-oximen Reagenzglasversuche aus- 
gefiihrt wurden, nimlich mit den Oximen von Campher, Fenchon 
und Menthon. Nur Menthonoxim gab mit starker Salpetersiure 
ee blaugriine Lésung; die Farbung ist offenbar bedingt durch 
Bildung eines Nitrosokérpers, von den 3 Oximen enthilt aber 
nur das des Menthons in unmittelbarer Nachbarschaft zur Ket- 
oximgruppe tertiir gebundenen Wasserstoff. Die niihere Unter- 
suchung des aus Menthonoxim entstehenden Produktes behilt sich 
Herr Wienhaus vor. 

AuBer der Nitrosoverbindung II sind friiher noch zwei andere 
Nitrosokérper und ein aus einer nicht isolierten Nitrosovorstufe 
hervorgehender Nitrokérper beschrieben worden.’) Beziiglich der 
Doppelbindung diirfte fiir diese 3 Substanzen dasselbe gelten wie 
tir die Nitrosoverbindung IJ. In der besonderen Reaktionsweise 
der 7-Ketoximgruppe gegentiber Salpetersiure ist zugleich ein 


1 M. Schenck, Diese Z. 208, 120 (1932); 214, 42 (1933). 
*) Diese Z. 203, 76 (1931); M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 
181, 185 (1929); 188, 88 (1929). 
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Wahrscheinlichkeitsargument dafiir zu sehen, dai das der nicht 
reagierenden 12-Ketoximgruppe benachbarte Kohlenstoffatom 13 
keinen tertiiir gebundenen Wasserstoff trigt, also quartir ist und 
eine Methylgruppe bindet?) (es miifte denn an C}!® gebundener 
Wasserstoff bzw. das H-Atom der 12-Ketoximgruppe infolge rium- 
licher Lage in der Reaktionsfihigkeit behindert sein). DaB das 
Kohlenstoffatom 13 tatsichlich quartiir ist und eine Methylgruppe 
trigt, dafir haben H. Wieland und E. Dane in ihrer letzten 
Veréffentlichung’) schwerwiegendes Material beigebracht. 


II. Uber die Einwirkung von Salpetersiure auf die 
Oximinoaminosaure C,,H,.N,0,. 
Biliansiure-oximlactam I liefert, ebenso wie der Nitroso- 
kérper I, mit Salpetersiure bei lingerer Dauer des Versuchs eine 
farblose Verbindung C,,H,,N,O,,, die als Aminonitril von der 


24°36 ; ’ : 
Formel III angesprochen wurde. Bei kurzdauerndem Kochen mit 


10°/, iger Salzsiure nimmt der farblose Stoff ein Molekiil Wasser aui 


und geht in das Aminoamid [V iiber. Weniger wahrscheinlich ist 
es, da die Verbindung C,,H,,N,O,, ein Lactamamid (V) darstellt. 
Beim Ubergang in IV wiirde dann der Lactamring aufgespalten 
werden. Zu dem Kérper III oder unter Umstiinden IV hitte man 
auch gelangen kénnen, wenn man auf die Oximinoaminosiiure V] 
Salpetersiiure einwirken lief. Tatsiichlich entsteht aber bei dieser 
Reaktion weder III noch IV. Wie an der starken Griinfirbung 
zu erkennen ist, bildet sich zwar zunichst eine Nitrosoverbindung, 
die hinsichtlich der Nitrosogruppierung den gleichen Bau wie der 
K6rper IT haben diirfte, aber bisher noch nicht in reinem Zustand 
isoliert worden ist*), spiter entsteht aber ein farbloser, galler- 
tiger Stoff von der Zusammensetzung C,,H,,N,O,. Die galler- 
tige Substanz laBt sich dreibasisch titrieren; iiber ihre Natur 
ist im iibrigen aber eine bestimmte Aussage noch nicht zu machen. 
da noch keine brauchbaren Umwandlungsprodukte des Kérpers 
gewonnen worden sind. Nur auf eine merkwiirdige Eigenschait 
der Verbindung sei hier schon hingewiesen: sie entwickelt mit 
tiberschiissiger Natronlauge bereits bei gewéhnlicher Temperatur, 
lebhafter beim Erwiirmen ein farbloses Gas (vermutlich Stickstott: 
Diazoverbindung?). — Aus der Beobachtung, daB die Oximino- 
aminosiure VI bei der Kinwirkung von Salpetersiiure nicht das 
Aminonitril III liefert, darf geschlossen werden, daB bei der Ent- 
1) Vgl. Anmerkung 1 auf S. 69. *) Diese Z. 216, 91 (1933). 
8) Diese Z. 196, 281 (1931). 
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stehung des Koérpers [II aus Biliansiure-oximlactam I bzw. der 
Nitrosoverbindung It zunichst die Umwandlung an der Oxim- 
bzw. Nitrosogruppe sich vollzieht und dann erst die Aufspaltung 
des Lactamringes erfolgt, falls der letztere iiberhaupt aufgespalten 


wird (vgl. oben). 
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Beschreibung der Versuche. 


Zu I. Die Bereitung der Nitrosoverbindung II geschah nach 
den friiher gemachten Angaben.') Bei einem ersten Hydrierungs- 


versuch wurde als Katalysator Palladium-Bariumsulfat benutzt. 


0,478 g ("/199) Mol) der blauen Substanz wurden mit 10 ccm Kis- 
essig zusammengebracht, wobei keine vollstindige Lésung eintrat. 
Die Wasserstoffaufnahme erfolgte sehr trige, nach 1/, Stunden 
wurde der Versuch abgebrochen, es war noch nicht ganz die Hilfte 
von */, 99) Mol H, verbraucht worden. Die farblose Hisessiglésung 
versetzte man mit einer reichlichen Menge Wasser, worauf beim 
lingeren Stehen eine krystallinische Ausscheidung erfolgte, deren 
Menge 0,345 g betrug. Die Krystalle waren nicht einheitlich und 
zeigten einen ganz unscharfen Schmelzpunkt, sie bestanden zum 
guten Teil aus Biliansiure-oximlactam, zu einem anderen Teil ver- 
mutlich aus der eingangs erwihnten Ketolactamtricarbonsiure 
C,,H,,NO,. Das Filtrat von der krystallinischen Ausscheidung 
wurde mit Natronlauge abgestumpft, bis es nur noch ganz schwach 
essigsauer war (Lackmus), und dann mit Kupferacetatlésung ver- 
setzt. Es entstand allmihlich eine geringfiigige Fillung, die nach 
Zersetzen mit Schwefelwasserstoff einen in haarfeinen Nadeln 
krystallisierenden Stoff lieferte. Er war in Natronlauge sehr 
schwer léslich, zu seiner niheren Untersuchung reichte aber die 
Menge nicht aus. Neben den Nadeln fanden sich in dem ein- 
geengten Filtrat vom Schwefelkupfer auch wieder Krystallformen, 
die stark an die Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,,NO, erinnerten. 

Bei zwei weiteren Hydrierungsversuchen verwendet man als 
Katalysator Platin, hier vollzog sich der Wasserstoffverbrauch sehr 
schnell, innerhalb weniger Minuten. Die abgewogenen Mengen des 
blauen Korpers betrugen 0,3 und 0,31 g, als Lésungs- bzw. Aut- 
schwemmungsmittel dienten je 10 ccm Eisessig. Der eine Ver- 
such (A) wurde abgebrochen, als noch nicht ganz 1 Mol Wasser- 
stoff (auf 1 Mol Nitrosokérper), der andere (B), als etwas mehr 
als 1 Mol verbraucht war. Bei beiden Versuchen geschah die Aut- 
arbeitung der farblosen Eisessiglésung in der gleichen Weise. Ks 
wurden je 70 com Wasser hinzugegeben und die allmahlich ent- 
stehenden krystallinischen Ausscheidungen nach 2—3 tagigem 
Stehen abgesaugt. Die Ausbeute betrug bei A 73,5°/, des ein- 
gesetzten Nitrosokérpers, bei B 69,5°/,. Die Krystallisationen be- 
standen aus reinem Oximlactam, sie sahen unter dem Mikroskop 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 175, 140 (1928). 
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einheitlich aus und zeigten den richtigen Zersetzungspunkt (258°). 
Zu ihrer weiteren Kennzeichnung brachte man Proben mit 20°/, iger 
Salzsiure zusammen, sie lésten sich bei Raumtemperatur klar auf, 
aber beim Schiitteln trat bald wieder eine krystallinische, aus dem 
Hydrochlorid des Oximlactams bestehende Abscheidung ein. Wurde 
jetzt das Reagenzglas in das siedende Wasserbad eingestellt und 
darin 10 Minuten belassen, so blieb die entstandene Liésung auch 
beim Abkiihlen klar und gab, nach dem Alkalisieren, mit Fehling- 
scher Lésung eine kriftige, das abgespaltene Hydroxylamin an- 
zeigende Reduktion. Andere Proben wurden in 57°/, iger Salpeter- 
siure gelést, wobei alsbald eine intensive Blaugriinfirbung auftrat, 
die allmihlich (im Laufe von Tagen) wieder verschwand. Setzte 
man zu der blauen Lésung (etwa 15 Minuten nach Beginn des 
Versuchs) eine reichliche Menge Wasser hinzu, so bildeten sich 
beim Stehen die gutausgebildeten Krystalle der Nitrosoverbindung II 
(Zersetzungsp. 232°). Erfolgte aber der Wasserzusatz erst nach 
Tagen zu der wieder farblos gewordenen Lésung, so erhielt man 
in gleicher Weise die Krystalle des weifen Kérpers C,,H,,N,O,, 
(Zersetzungsp. 204°). Alle die genannten Reaktionen sind fiir 
Biliansiure-oximlactam charakteristisch. Die essigsauren Mutter- 
laugen der oben erwahnten Krystallisationen wurden im Vakuum- 
exsiccator iiber Schwefelsiiure und Atzkalk zur Trockene gebracht. 
Bei beiden Versuchen hinterblieb in geringer Menge ein kry- 
stallinischer Riickstand, aus dem aber etwas EKinheitliches nicht 
mehr herauszuholen war. Der Riickstand von A gab mit Fehling- 
scher Lésung direkt keine Reduktion, wohl aber, nachdem man 
ihn mit Salzsiure 10 Minuten lang im Wasserbad erhitzt und 
die Lésung nach dem Erkalten alkalisch gemacht hatte. Die 
Reduktion war nicht sehr stark, aber deutlich zu erkennen und 
wies darauf hin, daB in dem Riickstand noch Biliansiure-oxim- 
lactam zugegen sein mute. Nicht ausgeschlossen ist es auch, 
daB ein isomeres Oxim vorlag. Auch bei den friiheren Versuchen 
mit Zinkstaub und Eisessig waren Anzeichen dafiir vorhanden, 
da8 auBer dem gewdhnlichen Oximlactam vielleicht noch eine 
isomere Verbindung sich gebildet hatte.') Méglichkeiten fiir eine 
solche Isomerie bestehen; man kann an Syn-Anti-Isomerie denken, 
niher liegt es aber, den Unterschied in einer verschiedenen rium- 
lichen Gruppierung der Liganden am Kohlenstoffatom 8 zu sehen, 
das bei der Hydrierung asymmetrisch wird. Der Riickstand von 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 177, 291 (1928). 
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B reduzierte weder direkt, noch nach Erhitzen mit Salzsiure usw. 
Fehlingsche Lésung. 

Zu Il. Die Herstellung der Oximinosiure ist friiher be- 
schrieben worden.') 0,5 g der Verbindung VI léste man in 6 ccm 
57°/,iger Salpetersiure*) von gewéhnlicher Temperatur auf. Die 
Farbe der Lésung war zuniichst gelb, wurde aber bald griin, 
gleichzeitig begann eine Gasentwicklung. Griinfiirbung und Gas- 
entwicklung erreichten nach etwa 20 Minuten ihre gréBte Inten- 
sitiit und nahmen hierauf allmihlich wieder ab. Nach etwa 
1 Stunde, vom Beginn des Versuches an gerechnet, war kaum 
noch ein griiner Farbton zu erkennen; die Liésung stand noch 
bis zum nichsten Morgen und wurde dann mit 90 ccm Wasser 
versetzt. Die hierdurch erzeugte, farblose, gallertige Fiallung saugte 
man nach 1—2stiindigem Stehen ab, wusch sie mit Wasser aus 
und kochte sie mit 40 ccom Wasser. Es entstand eine vollig un- 
gefirbte, bis auf Papierfasern klare Lisung, die nach dem Fil- 
trieren beim Erkalten den gallertigen Stoff wieder ausschied. Trotz 
der gallertigen Beschaffenheit diirfte die Substanz einheitlich sein. 
Zersetzungsp. 195° Ausbeute an einmal umgeliéstem Material: 
25°/, der eingesetzten Oximinoaminosiiure. Fir die Analysen®) 
wurde der Stoff, um die Beimengung hartniickig anhaftender Papier- 
fasern zu vermeiden, iiber gefrittetem Glas abgesaugt. Trocknen 
des hygroskopischen K6érpers bei 120° oder im Vakuum bei 100°. 

4,882, 4,630, 4,990 mg Subst.: 10,340, 9,830, 10,630 mg CO,, 3,190, 
2,950, 3,240 mg H,O. — 4,920, 5,040 mg, 0,0910 g Subst.: 0,241, 0,247. 
4,4 ccm N (23°, 761 mm; 22°, 761 mm; 15,5°, 761,4 mm). 

C.,H;,N,0, Ber. C 58,04 H 7,31 N 5,64 
Gef. ,, 57,78, 57,92, 58,12 ,, 7,81, 7,18, 7,27 ,, 5,66, 5,68, 5,73 

Bei der Titration wurde das Priiparat direkt (ohne Lésungs- oder 
Aufschwemmungsmittel) mit Lauge versetzt (Phenolphthalein), es ging da- 
bei schwer in Lésung, namentlich die letzten Anteile ballten sich zusammen 
und muBten mit dem Glasstab zerdriickt werden. 

0,1405 g Subst. verbrauchten 8,47 eem n/10-NaOH. 
C,,H,,.N,O, (3 Carboxylgruppen) Ber. 27,20 Gef. 27,14 COOH 

Gegen iiberschiissige Natronlauge zeigt die Verbindung das 
bereits oben geschilderte auffallende Verhalten. 

Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat mich 
bei Ausfiihrung vorstehender Untersuchung in sehr dankenswerter 
Weise durch Kreditgewahrung unterstiitzt. 

1) Diese Z. 196, 280 (1931); 200, 46 (1931). 

?) M. Schenck u. H. Kirchhoff, Diese Z. 181, 198 (1929). 

8) Die Mikroanalysen verdanke ich dem Physiologisch-chemischen 
Institut Leipzig. 











































Adenylsdure und Adeninnucleotid. 
Von 


J. K. Parnas und R. Klimek. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 38. April 1933.) 


Unter diesem Titel haben wir iiber zwei einfache Reaktionen 
zur Unterscheidung zwischen Adenylsiiure aus Muskel und Adenin- 
nucleotid aus Hefenucleinsiiure berichtet (1). Die eine von ihnen 
besteht darin, daf die Adenylsiiure aus tierischem Gewebe (wir 
werden sie kurz Adenylsiiure nennen) in alkalischer Lésung 
Kupferhydroxyd auflést, wihrend Adeninnucleotid aus Hefenuclein- 
siiure (kurz Adeninnucleotid) Kupferhydroxyd unter den gleichen 
Bedingungen nicht in Lésung brinet. Die andere besteht darin, 
daB gerade schwach alkalisch gemachte Adenylsiiure mit einer ebenso 
schwach alkalischen Boratlésung sauer wird, also die Béese kensche 
Reaktion fiir korrespondierende alkoholische Hydroxyle gibt, 
wihrend diese Reaktion bei Adeninnucleotid nicht auftritt. Wir 
haben ferner festgestellt, daB Inosinsiiure sowie Adenosin 
(lurch Abspaltung der Phosphorsiiure aus Adeninnucleotid gewonnen) 
sich ebenso verhalten wie Adenylsiure; und daB Guanylsiiure aus 
Hefenucleinsiiure sich ebenso verhiilt wie Adeninnucleotid. Wir 
michten jetzt noch hinzufiigen, dab sich Guanylsiiure aus Pancreas 
so verhilt, wie diejenige aus Hefenucleinsiiure. Das verschiedene 
Verhalten von Adenylsiure und Adeninnucleotid zeigte sich auch 
darin, das Adenylsiure durch Kupfersulfat und Kalk (in Uberein- 
stimmung mit Angaben von Embdenund Zimmermann) quantitativ 
niedergeschlagen wird, wihrend Adeninnucleotid nur in einem 
veringen Bruchteil niedergeschlagen oder mitgerissen wird. 

Wir haben aus diesen Befunden geschlossen, da in der 
Adenylsiure, sowie in Inosinsiiure und Adenosin zwei nebeneinander 
stehende alkoholische Hydroxylgruppen enthalten sind, nicht da- 
gegen im Adeninnucleotid und den Guanylsiuren. 

H. Steudel berichtet (2), daB er die von uns beschriebene 
Kupferreaktion niher untersucht hat, und keinen Unterschied im 
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Verhalten von Adenylsiure und Adeninnucleotid findet: beide 


geben mit Kupfer und Alkali eine tiefblaue Lésung. Ferner 


berichtet er iiber eine Reihe von Substanzen, von welchen wir 
hier Hefenucleinsiure, die Guanylsiuren, Inosinsiure, Harnsiure, 
die Purinbasen, auch Theobromin, Veronal und Kreatin nennen, 
die sich ebenso verhalten sollen. 

Dieser Widerspruch zwischen H. Steud els und unseren Beobach- 
tungen kénnte umso merkwiirdiger erscheinen, als die Substanzen, 
mit welchen H. Steudel einerseits und wir andererseits gearbeitet 
haben, anscheinend desselben Ursprungs sind: Adeninnucleotid 
nach Steudel und Peiser und Adenylsiure nach P. Ostern (38).}) 

Wir haben unsere Versuche wiederholt und genau das gleiche 
Resultat erhalten wie friiher. Wir glauben aber eine Vermutung 
dariiber aussprechen zu kénnen, worauf der Widerspruch zwischen 
unseren und Steudels Beobachtungen beruht. Steudel setzt 
wabrscheinlich viel mehr Alkali hinzu als wir, und dadurch 
verwischen sich die Unterschiede zwischen den ver- 
schiedenen Substanzen, weil sich bekanntlich Kupferhydroxyd 
schon in einer 10°/, NaOQH-Liésung ohne jeglichen Zusatz zu 
einer blauen Flissigkeit auflést. 

Wir miissen zugeben, daB in unserer Mitteilung die Alkali- 
menge, die bei der Kupferreaktion anzuwenden ist, nicht geniigend 
genau angegeben war: in der Voraussetzung, daB die Aufliésung 
von Kupfer hier (wie bei Kohlehydraten und Aminosiuren) bei 
einer Reaktion durchgefiihrt werden diirfte, die nur um wenige 
Py-Hinheiten vom Neutralpunkt abweicht. Die Angabe S. 293, 
letzte Zeile unten, kénnte freilich irrefiihrend sein, wir méchten 
nur hier die Bezeichnung ,stark alkalisch“, die hier angewandt 
worden ist, dadurch entschuldigen, daB man von physiologischer 
Seite her gewohnt ist, p,, 9—10 schon als ausgesprochen alkalische 
1) H. Steudel hat unlingst dariiber berichtet [Diese Z. 211, 255 (1932)), 
da8 es ihm nicht gelungen ist, nach dem Verfahren von A. Hahn, das sich 
anderwirts brauchbar erwiesen hat, aus frischem Rindfleisch Adenylsiiure 
zu erhalten. Obwohl Steudel nicht in Frage stellt, daB diese Muskelart 
Adenylsiure enthilt, so konnte doch ein MiBerfolg von so autoritativer 
Seite Bedenken erwecken, ob denn die Rindermuskulatur, die klassische 
Quelle der Inosinséure, sich in bezug auf Adenylsiure nicht irgendwie 
besonders verhielt. Ich habe deshalb veranlaBt, daB ganz frisches Rindfleisch, 
das dank dem Entgegenkommen der Firma Dr. Z. Rucker in Lemberg sofort 
nach Tétung des Tieres verarbeitet werden konnte, nach dem Verfahren you 


P. Ostern auf Adenylsiiure verarbeitet worden ist. Aus 30 kg Fleisch wurden 
5,8 g reine krystallisierte Adenylsiure erhalten. 
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Reaktion zu bezeichnen. Wir méchten deshalb den Versuch zur 
Unterscheidung von Adenylsiiure und Adeninnucleotid genauer 


beschreiben. 

1. Es werden je 120mg Adeninnucleotid und Adenylsiiure in je 6 ccm 
Wasser unter Zusatz von 6 Tropfen 10°/, NaOH in Lésung gebracht. Die 
Fliissigkeiten bliuen Thymolphthalein und réten Phenolphthalein. 

a) Adeninnucleotid: zu 1 cem obiger Lésung werden 6 Tropfen 2°/, 
CuSO,S-H,O hinzugefiigt. Es entsteht ein Niederschlag, die Lésung bleibt 
farblos. Es werden dann noch 6 Tropfen Kupfersulfat und 3 Tropfen 
1°/, NaOH, sowie 6 Tropfen 10°/, NaOH hinzugefiigt, ohne daB sich in 
der Lésung etwas dinderte, auBer daB der Niederschlag reichlicher wird. 
Erst wenn noch 13 Tropfen 30°/, NaOH zugesetzt worden sind, wird die 
Léisung blau. Zur Kontrolle wurden zu 1 cem destilliertem Wasser 
6 Tropfen 10°/, NaOH, 13 Tropfen 30°/, NaOH und 6 Tropfen CuSO, 
zugesetzt: die resultierende Lésung ist blau, und zwar stirker als die- 
jenige, die Adeninnucleotid enthielt. 

b) Adenylsiure: zu 1 cem werden tropfenweise 6 Tropfen CuSO,-Lésung 
hinzugefiigt. Die Lésung bleibt nach 6 Tropfen CuSO, klar und tiefblau. 
Nach weiteren 6 Tropfen tritt Triibung auf, die nach Zusatz von 3 Tropfen 
1°), NaOH sich wieder auflést. 

c) Die gleiche Probe wird mit 20 mg Adenosin und 20 mg guanyl- 
saurem Natrium (dreibasisch) ausgefiihrt: Adenosin lést Kupfer zu einer 
blauen Lésung, Guanylsiiure ergibt eine farblose Lésung. 

2. Es werden je 0,25 g Adenylsiure und Adeninnucleotid in je 10 ccm 
Wasser unter Zusatz von 0,7 ccm 10°), NaOH gelést, und die Lésungen, 
die gerade Thymolphthalein bliuen (Tiipfelprobe) mit je 1 cem NaOH (1°/,) 
versetzt. Die Lésungen werden in kleinen Kélbchen mit 2°/, CuSO,-5H,O 
in Portionen von 0,4 ccm versetzt: im ganzen mit je 3,6 cem des Reagens. 
Die Adenylsiurelésung ist intensiv blau und klar, die Lésung des Adenin- 
nucleotids ist farblos, mit tiirkisblauem Niederschlag. Beide Lésungen werden 
durch ein Papierfilter gegossen und im Leitzschen Kolorimeter mit der 
Graulésung (Extinktionskoeffizient 0,5) im Licht des Filters Nr. 9 (Orange) 
verglichen. 


Adenylsiiure-Kupfer. Links: Adenylsiiure..... 20,0 mm 
Rechts: Graulésung...... 18,1 mm 
Links: Adenylsiiure..... 5,0 mm 
Rechts: Graulésung..,... 4,5 mm. 


Die gleiche Lisung wurde weiter mit 2 cem derselben Kupfersulfat- 
lsung versetzt, blieb klar, und nahm einen griinlichen Farbton an: nach 
Zusatz von 2 cem 1°/, NaOH kehrte die starke blaue Farbe wieder. 5 mm 
der Lésung entsprachen jetzt 6,5 mm der Graulésung. 

Es geht daraus hervor, daB die Adenylsiiure-Kupferlésung, die in der 
oben angegebenen Weise bereitet worden ist, die Extinktion gleich 0,65 im 
Gebiet des Filters um den Schwerpunkt 6000 A besitzt. 

Die Liésung des Adeninnucleotids ist nach dem Filtrieren farblos. 
Sie wurde trotzdem kolorimetriert. 

Links: 40 mm Adeninnucleotidlésung (Kupfer?), 0 mm Wasser. 

Rechts: 40 mm reines Wasser und 0 mm Graulésung ergeben [Filter 9 
6000 A)] Farbgleichheit. 
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Die Lésung des Adeninnucleotids, aus Hefenucleinsiiure nach dem 
Verfahren von Steudel und Peiser hergestellt, ergibt folglich bei der 
gleichen Behandlung mit Kupfersulfat und Alkali, in gleichen Konzentrationen, 
eine Lésung, welche die Extinktion des reinen Wassers hat. 


Wir miissen unsere Angaben vollinhaltlich aufrecht erhalten 
und méchten sie nur dahin ergiinzen, daB die Reaktion, wie 
Reaktionen auf Kupferbindung der Kohlehydrate iiberhaupt, in 
solchen Alkalinititen ausgefiihrt werden mub, in welchen Kupfer- 
hydroxyd noch nicht durch das Alkali allein aufgelést wird. 
Letztere Reaktion wird vielleicht nicht geniigend beachtet, und 
die Angaben in den Lehrbiichern der analytischen Chemie sind 
nicht genau genug. Die beschriebenen Proben sind in bezug 
auf CuSO, und NaOH mit ,.Mercks garantiert reinen Reagentien* 
ausgefiihrt worden. Das NaOH aus Natrium enthilt keine Spur 
von Ammoniak. In der 10°/, NaOQH-Liésung gibt das Kupfer- 
sulfat eine blaue Lésung, welche, beim Filtrieren durch Filtrier- 
papier entfairbt, durch Glasfilter unveriindert durchgelassen wird. 

Wir méchten damit schlieBen, dab die von Steudel beob- 
achteten Auflésungen von Kupfer durch verschiedene Substanzen ') 
nichts mit der spezifischen Komplexbildung mit Polyhydroxyl- 
verbindungen gemeinsam haben und einfach durch Anwendung 
von starkem Alkali bedingt waren. Die von uns _ beschriebene 
Auflésung von Kupferhydroxyd durch schwach alkalische 
Lésungen von Adenylsiure, Inosinsiure und Adenosin 
sowie die Nichtauflésung durch Adeninnucleotid und die 
Guanylsaiuren halten wir aufrecht: wir beziehen sie auf die 
Wirkung von Kohlehydratgruppen, und bleiben auch bei den 
Schliissen, die wir in bezug auf die Struktur der beiden Nucleotide 
gezogen haben, und die hier von Steudel nicht angefochten 
worden sind. 


Wir sind gern bereit, Fachgenossen, welche sich selbst yon 
der Zuverlissigkeit der hier beschriebenen Reaktion iiberzeugen 
wollen, die dazu nétigen Mengen von Adeninnucleotid und Adeny!- 
siiure zur Verfiigung zu stellen. 


Literatur. 
1. R. Klimek und J. K. Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932). 
2. H. Steudel, Diese Z. 216, 77 (1933). 
3. P. Ostern, Biochem. Z. 284, 65 (1932). 


1) Auf die Reaktionen der Purinbasen mit CuSO, und Alkali wird in 
einer besonderen Mitteilung eingegangen werden. (Nachtrag wihrend der 
Korrektur.) 
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Uber den bakteriellen Abbau des Cholins. 
Von 
K. Poller. 


(Aus der Inn. Abteilung des Juliusspitals Wurzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1933.) 


Der bakterielle Abbau des Cholins, dessen Kenntnis auch 
fiir das Verstiindnis des Verhaltens dieser Base im Tierkérper 
Bedeutung hat, ist erst unvollkommen bekannt. 


Im Jahre 1887 stellte Hasebrock') fest, daB bei mehrmonatlicher 
Einwirkung von Kloakenschlamm auf Cholin Sumpfgas, Kohlensiiure, Am- 
moniak und Methylamin entstehen. Mit nur einer Bakterienart arbeiteten 
D. Ackermann und H. Schiitze’), welche das Bakterium prodigiosum auf 
cholinhaltige Nihrbéden einwirken lieBen. Sie konnten dabei die Bildung 
von Trimethylamin (neben Spuren Methylamin) feststellen, das sie in Form 
seines Chloraurates, beziehungsweise Chloroplatinates identifizierten. Der 
charakteristische Geruch nach Heringslake, den Prodigiosumkulturen aus- 
strbmen, war damit auf Trimethylamin zuriickgefiihrt und seine Herkunft 
aus dem Lecithin des Nihrbodens erkliirt. Geniigte doch bei diesen Ver- 
suchen auch schon der Zusatz von Lecithin, der Muttersubstanz des Cholins, 
zu einem indifferenten Nihrboden, fiir die Bildung von Trimethylamin 
durch die Einwirkung dieser Bakterienart. Schon friiher hatte Scheurlen ’) 
aus Kartoffelkulturen des Bakteriums prodigiosum ohne vorhergehende Zu- 
siitze Methylamin isolieren kénnen. 

Eine andere Form des Abbaus wiire der Ubergang des Cholins in die 
Vinylbase Neurin, was einer Wasserentziehung entsprechen wiirde. Die- 
selbe wurde von E. Schmidt‘) fiir Heubakterien behauptet. 

Oidium lactis, Choleravibrionen, Penicillium glaucum, Algen und 
Fiiulnismischkulturen sind aber nicht in diesem Sinne wirksam gefunden 
worden.°) 

Uber die Einwirkung von Hefepilzen auf Cholin ist nichts bekannt, 
doch konnte Meisenheimer’) diese Base aus Hefe selbst gewinnen, was 
eine weitere Zerstérung dieser Base durch Hefe nicht gerade wahrschein- 
lich macht. Wohl aber ist fiir Betain von F. Ehrlich und F. Lange’) 
ein Abbau durch die hautbildende Hefe villia anomala beobachtet worden 
und zwar in dem Sinne, da8 Glykolsiure entstand. 


Beim Cholin ist itiber das Schicksal des nicht aus Trimethyl- 
amin bestehenden Anteils des Molekiils unter der Kinwirkung 
von Mikroorganismen noch nichts bekannt, was mich veranlaBte, 
Versuche nach dieser Richtung anzustellen. Ich arbeitete aus- 
schhieBlich mit einer Faulnismischkultur aus Pankreasaufschwem- 
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mung, die mehrere Tage schwach sodaalkalisch bei Brutschrank- 
temperatur gestanden hatte. 


Versuch 1. Um die Méglichkeit von Fehlerquellen aus Nihr- 
bodensubstanzen auszuschlieBen, wurde anfangs auf Verwendung 
von Zucker und Pepton verzichtet und nur eine Lisung von 20 ¢ 
Cholinchlorid in 1 Liter Wasser nach Zusatz von einigen Tropfen 
Magnesiumsulfat- und Natriumphosphatlésung schwach sodaalkalisch 
mit dem Faulnisgemisch geimpft und 26 Tage bei 37° gehalten. 

Als Zeichen, daB eine bakterielle Zersetzung eingetreten war, 
lieB sich nach Beendigung des Versuches bei einer durch Zusatz 
von Magnesiumoxyd hervorgerufenen, schwach alkalischen Reaktion 
Trimethylamin abdestillieren. Dasselbe war in Salzsiiure auf- 
gefangen und wurde als Chloraurat identifiziert. 

13,553 mg Subst.: 6,670 mg Au. 

N(CH,),HClAuCl, Ber. Au 49,41 Gef. Au 49,23. 

Ich priifte nun in Abstiinden von je einer Woche im Destillat 
einer Probe nach Entfernung des T'rimethylamins auf eventuell 
entstandenen Athylalkohol und konnte in der Tat nach der zweiten 
Woche einen positiven Ausfall der Jodoformreaktion nachweisen. 
Da die Jodoformreaktion nicht eindeutig fiir Athylalkohol zu ver- 
werten ist, wurde versucht, durch Oxydation des Destillates mit 
Chromsiure zu Essigsiure zu gelangen. Dieselbe lieB sich dann 
auch durch den positiven Ausfall der Kakodylreaktion und durch 
die Kisenchloridprobe nachweisen. Auch ein Silbersalz wurde 
gewonnen, doch reichte die Menge desselben nicht zur volligen 
Reinigung aus. 

Versuch 2. Zu diesem Versuch wurden 10 g Cholinchlorid 
genommen, im iibrigen war der Ansatz wie in 1. Nach 3 Wochen 
Stehen bei Brutschranktemperatur wurde die intensiv nach Tri- 
methylamin riechende Fiissigkeit zuerst bei MgO alkalischer 
Reaktion und das Destillat bei schwach schwefelsaurer Reaktion 
destilliert. Im neutralen Destillat (100 ccm) war die Jodoform- 
probe positiv. AuBerdem wurde hier der Alkohol nach der Methode 
von Dalton und Elliot’) bestimmt. In 5 ccm des Destillates 
konnten durch Oxydation mit Chromsiure in schwefelsaurer Lisung 
und Titration mit Thiosulfat 8,05 mg Alkohot festgestellt werden, 
was einen Gesamtwert von 0,16 g ergibt. 

Um dem Einwand zu begegnen, daf der nachgewiesene Al- 
kohol dem Cholinchlorid urspriinglich als Verunreinigung angeheftet 
habe, wurden 10 g Cholinchlorid, das iibrigens wie auch das sonst 
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yerwendete Cholin wochenlang im Vakuum aufbewahrt war, bei 
obiger Konzentration und bei MgO alkalischer Reaktion ohne vor- 
herige Faulnis gekocht und das Destillat auf Alkohol untersucht. 
Alkohol konnte nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 3. Um die Verhiltnisse fiir das Bakterienwachs- 
tum giinstiger zu gestalten, wurde der vorige Versuch dahin ab- 
geindert, daB auferdem noch 5 g Traubenzucker und 2 g Pepton 
Witte zugefiigt wurden. Hierdurch steigerte sich die Ausbeute 
an Alkohol derartig, daB es ohne Schwierigkeit gelang, in geniigender 
Menge Silberacetat in analysenreiner Form zu gewinnen. 

10,544 mg Subst.: 6,797img Ag. 

C,H,O,Ag Ber. Ag 64,6 Gef. Ag 64,49. 

Die bei der Oxydation iibergehende Essigsiiure ergab titri- 
metrisch einen Wert, der 17,8°/, der theoretisch méglichen Menge 
ausmachte. Hierbei ist bereits in Abzug gebracht eine kleine 
Menge Sure (3,4°/,), welche bei einem Kontrollversuch ohne Cholin, 
aber unter sonst gleichen Bedingungen erhalten worden war. Ein 
Silbersalz konnte bei diesem Kontrollversuch angesichts der ge- 
ringen Menge nicht gewonnen werden. 

Versuch 4. Wie 3, jedoch wurde der Alkohol in dem neu- 
tralen Destillat nach der Methode von Dalton und Elliot’) be- 
stimmt, wobei 1,7 g Alkohol gefunden wurden (etwa 37°/, d. Th.). 

Versuch 5. Wie oben, nur ohne Zucker. Die titrimetrische 
Ausbeute an Alkohol nach der Methode von Dalton und Elliot 
betrug 2,7 g = etwa 50°/, der theoretischen Ausbeute. 

AufSerdem konnte in einem Paralellversuch zu 5 nach Oxy- 
dation mit Chromsiure Essigsiure als Silbersalz erhalten werden. 

29,975 mg Subst.: 19,354 mg Ag. 

C,H,0,Ag Ber. Ag 64,6 Gef. Ag 64,54. 

Versuch 6. Wie Versuch 5. Die quantitative Bestimmung 
ging verloren. Qualitativ war Alkohol sichergestellt durch Jodo- 
form—Kakodylreaktion nach Oxydation und durch Analyse des 
Silbersalzes. 

17,279 mg Subst.: 11,053 mg Ag. 

C,H,O,Ag Ber. Ag 64,6 Gef. Ag 63,95. 

Auch hier hatten also die Faiulnisbakterien ihre reduzierende 
Wirkung entfaltet: 

HO(CH,),NCH,CH,OH + H, = N(CH,), + CH,CH,OH + H,0. 

Da unter dem reduktiven EKinflu8 der Bakterien theoretisch 
aus dem Cholin auch Neurin entstehen kann, stellte ich auch in 
dieser Richtung einen Versuch an. 
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Im Destillationsriickstand des Versuchs 3 wurde aus der 
Phosphorwolframsaurefallung ein Goldsalz isoliert, welches nach 
wiederholtem Umkrystallisieren 12 mg wog und in der Kite 
Kaliumpermanganatliésung sofort entfirbte, wie es beim Neurin 
entsprechend der Doppelbindung zu erwarten war. Der Schmelz- 
punkt dieses Salzes lag bei 249° (u.). Jedoch ist der Schmelzpunkt 
des Neuringoldes bekanntlich so uncharakteristisch, daB er nicht 
zu verwerten ist. 

7,003 mg Subst.: 3,207 mg Au. 

Neurin C,H,,NClAuCl, Ber. Au 46,39 Gef. Au 45,80, 
Cholin O,H,,NOCIAuCI, » Au 44,50. 


Ks lage hier also eine Wasserabspaltung aus dem Cholin vor, 
welche zu Neurin gefiihrt hatte. 

Um nun festzustellen, ob das Neurin als Zwischenprodukt 
angesichts der geringen Menge einer weiteren Zersetzung wahrend 
der Fiiulnis unterliegt, unterwarf ich in mehreren Versuchen das 
Hydrochlorid des Neurins selbst der Faulnis. Es wurde in keinem 
Falle eine Veranderung des Neurins beobachtet. Bildung von Tri- 
methylamin fehlte véllig. Auch das Trimethylathyl-ammonium- 
hydroxyd, das sich analog dem von Linneweh®) beobachteten 
Jbergang von Crotonbetain in Butyrobetain bei der Faulnis hier 
hatte bilden kénnen, wurde vermift. Neurin lieB sich in grofer 
Menge wiedergewinnen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Faulnis von Cholin entsteht auBer Trimethylamin 
Athylalkohol. 

2. Als Nebenprodukt bildet sich bei der Faulnis vielleicht 
Neurin. 

3. Neurin wird bei der Faulnis nicht angegriffen. 
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Vitamin C und Ascorbinsdure. 
Von 
V. Demole. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Laboratorium der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G. 
in Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Marz 1933.) 


Uber die chemische Natur des Vitamins C sind in der letzten 
Zeit kurz nacheinander von O. und A. Rygh und von Szent- 
Gyérgyi zwei unter sich unvereinbare Auffassungen vertreten 
worden. O. und A. Rygh?) glaubten in Methyl-nor-narkotin, einem 
partiellen Entmethylierungsprodukt des Narkotins, den antiskorbu- 
tisch wirksamen Bestandteil des Citronen- und Orangensaftes auf- 
gefunden zu haben. Nach ihnen sollen Meerschweinchen nach 
tiglichen Zugaben von 30 y Methyl-nor-narkotin zur Grundkost 
skorbutfrei bleiben. Zilva und Mitarbeiter**), Dalmer und Moll’), 
Briggemann®), Ott und Packendorff*) konnten diese Angaben 
nicht bestitigen. Auch ein spaterer Befund von O. und A. Rygh?), 
nach welchem Methyl-nor-narkotin erst nach Kombination mit 
Glucuronsiure vollstindige Heilung der Skorbutsymptome ermig- 
licht, wurde von Dann"*) widerlegt. 

Zu einer ganz anderen Kérperklasse gehérte die von Szent- 
Gyérgyi!”}5) als Antiskorbutvitamin angesprochene Verbindung 
C,H,O,, die zuerst als Hexuronsiure, spiter als Ascorbinsaure 
bezeichnet wurde. Sie wurde von ihm bereits 1928 als Bestandteil 
der Nebennieren und verschiedener Pflanzenextrakte aufgefunden 
und zuerst als Isomeres der Glucuronsdure aufgefaBt. 1932 fanden 
Svirbely und Szent-Gyérgyi, daB Meerschweinchen, die auf 
skorbutogene Diit gesetzt waren, durch tiigliche Dosen von 0,5 mg 
.Hexuronsiure“ aus Nebennieren gesund erhalten werden konnten. 
King und Waugh?) wiesen nach, daB auch der ,,Hexuronsiure“ 
aus Citronensaft eine entsprechende Heilwirkung zukommt. Till- 
manns und Mitarbeiter®*) erkannten, daB der reduktometrisch 
ermittelte Ascorbinsiuregehalt verschiedener Pflanzenextrakte in 
6* 
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enger Beziehung zu ihrem Vitamin C-Gehalt steht und stellten 
fest, da eine aus Hagebutten isolierte Hexuronsiure in der 
Tagesdosis von 0,5 mg antiskorbutisch wirkt. 

Wiewohl aus all diesen Feststellungen die Identitit der 
Ascorbinsiure mit dem Antiskorbut-Vitamin C ziemlich sicher 
hervorgeht, blieb doch noch der Einwand offen, daB die Vitamin- 
eigenschaften nicht der Ascorbinsiure selbst zukommen, sondern 
einer geringen Beimengung anhaften kénnten. Kine solche Ver- 
mutung war um so berechtigter, als im Vorkommen des D-Pro- 
vitamins als geringe Beimengung des Cholesterins ein analoger 
Fall vorlag und die wirksame Dosis der Ascorbinsiiure im Ver- 
gleich zu derjenigen anderer Vitamine unverhaltnismaBig hoch 
erschien. In den letzten Monaten bot sich uns nun die Gelegen- 
heit, zu dieser Frage Stellung zu nehmen durch die Untersuchung 
verschiedener Ascorbinsiurepriparate, die uns Herr Prof. Karrer 
zur Verfiigung stellte.*) Zur Priifung gelangten: 

1. Eine schwer lésliche Spitzenfraktion, die durch 5 maliges 
Umkrystallisieren von Ascorbinsiure aus Methylalkohol erhalten 
worden war, 2. mehrfach umkrystallisiertes ascorbinsaures Natrium, 
3. das reversible Oxydationsprodukt der Ascorbinsiure (Dehydro- 
ascorbinsaure), 4. die aus diesem Dehydroprodukt regenerierte 
Ascorbinsaure. 

Alle diese Praparate zeigten sich an skorbutkranken Meer- 
schweinchen prophylaktisch und kurativ wirksam in Dosen von 
etwa 1 mg taglich. Die Wirksamkeit von Praparat 1 war ebenso 
groB wie diejenige einer nur 1- oder 2mal umkrystallisierten 
Ascorbinséure und des ascorbinsauren Natriums. Die Wirkung 
der Dehydro-ascorbinsiure schien hinter derjenigen der obigen 
Praparate etwas zuriickzutreten, wihrend das Regenerat 4 die volle 
Aktivitat der Ascorbinsiure aufwies. 

Citronensaft, dem zur Reduktion allfallig vorhandener Dehydro- 
ascorbinsiure H,S zugesetzt worden war, zeigte die gleiche Anti- 
skorbutwirkung wie der unbehandelte Saft. 

In Ubereinstimmung mit den eingangs erwihnten Forschern 
wurde ein Priparat von Methyl-nor-narkotin, das Herr Dr. Rygh 
Herrn Prof. Karrer zur Verfiigung gestellt hatte, unwirksam be- 
funden. 

Auch einige reduzierende Substanzen, niémlich: Dioxypheny]- 
alanin, Dihydroresorcin, Alloxanthin [vgl. Karrer?®)], die mit Hin- 





*) Uber die chemischen Eigenschaften vgl. Karrer 10) und 11). 
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plick auf die charakteristischen reduktiven Higenschaften der 
Ascorbinsiure gepriift worden waren, erwiesen sich in tiglichen 
Dosen von 5—10 mg absolut wirkungslos. 


Experimentelles. 


Fiir die Versuche wurden junge Meerschweinchen im Gewicht von 
225—300 g gebraucht, die in der iiblichen Weise auf Shermann-Grund- 
kost'”) gesetzt wurden. Dabei erhielten die Tiere frisches Wasser, Heu und 
zweimal wochentlich 0,1 ccm eines Lebertrans, der pro cem 200 D-Schutz- 
einheiten und 700 A-Heileinheiten enthilt. Sie wurden vom Anfang bis zum 
Ende des Versuches zwei- oder dreimal wéchentlich gewogen. Die auf- 
tretenden Skorbutsymptome wurden genau protokolliert. Alle Tiere wurden 
seziert. Die positiven Kontrollen bekamen tiglich 1,5 ccm frischen Orangen- 
saft mit der Pipette verfiittert. Am Sonntag wurden keine Priparate, auch 
nicht Orangensaft verfiittert, dafiir erhielten die Tiere am Samstag eine 
doppelte Menge dieser Zugabe. Die zu untersuchenden Substanzen wurden 
in destilliertem Wasser gelést, auf py 6,2 eingestellt und in geschlossenen 
Behiltern unter CO, in einem dunkeln und kiihlen Raum auf bewahrt. 

Nachstehend soll auszugsweise ein Versuch mit der Spitzenfraktion der 
Ascorbinsiure, sowie ein kurativer und ein prophylaktischer Versuch mit 
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Fig.1. Gewichtskurven von Skorbutmeerschweinchen, 
Heilwirkung einer 5mal umkrystallisierten Spitzenfraktion von Ascorbinsaure (1 mg taglich). 
Ascorbinsauretiere (107), positive (105) und negative (102) Kontrollen. 


Methyl-nor-narkotin besprochen werden. Versuche mit anderen Ascorbinsiure- 
fraktionen, mit dem Natriumsalz der Ascorbinsiiure, der Dehydro-Ascorbin- 
sdure und deren Regenerat verliefen analog, wie diejenigen mit Ascorbin- 
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siure. Der Raumersparnis halber soll darauf nicht niher eingegangen 
werden. 

Verlauf eines Heilversuches mit einer finfmal umkrystallisierten 
Spitzenfraktion von Ascorbinsaure (Fig. 1.). Es wurden 9 Meerschwein. 
chen auf Shermann- Kost gesetzt. Die ersten Skorbutsymptome erschienen 
nach 10—15 Tagen: anormale Lebhaftigkeit oder Passivitit, leichte Druck- 
empfindlichkeit an den Gelenken, Stillstand des Wachstums oder Gewichts- 
abnahme. Die Tiere wurden dann in drei Gruppen eingeteilt: 4 Hexuron- 
siuretiere, 2 positive und 3 negative Kontrolitiere. Die 4 Hexuronsiuretiere 
(Versuch 107) erhielten 1 mg Hexuronsiure tiglich. Der Beginn der Ver- 
fiitterung ist auf den Gewichtskurven durch Eintragen eines Pfeiles ge- 
kennzeichnet. Bei allen Tieren heilten die Skorbutsymptome prompt. Es 
stellte sich wieder normales Wachstum ein. Am Ende des Versuches, der 
50 Tage dauerte, hatten die Tiere 175, 195, 202 und 216 g zugenommen. 
Sie machten einen volistindig gesunden Eindruck. Die Tiere wurden dann 
mit Chloroform getétet, seziert und frei von Skorbutsymptomen befunden. 

Die beiden positiven Kontrollen (Versuch 105) erhielten 1,5 cem Orangen- 
saft tiglich verfiittert. Sie erholten sich ahnlich wie die Ascorbinsiuretiere. 
Die Skorbutsymptome heilten prompt. Am Ende des Versuches hatten die 
Tiere 240 und 265 g zugenommen. 
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Fig. 2. Gewichtskurven von’ Skorbutmeerschweinchen, 
Unwirksamkeit des Methyl-nor-narkotins im prophylaktischen Versuch (50 y taglich). 
Methyl-nor-narkotin-Tiere (130), positive (133) und negative (142) Kontrollen. 





Die drei negativen Kontrollen dagegen (Versuch 102), die keinen Zu- 
satz zur Grundkost erhielten, nahmen an Gewicht ab und starben am Ende 
der dritten Woche mit einem Gewichtsverlust von 50—70 g. Bei der Sektion 
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zeigten sie unverkennbare Zeichen des experimentellen Skorbuts: Schwellung 
in der Kniegelenkgegend, subkutane und intramuskulire Himorrhagien, 
blutiger Durchfall, Rosenkranz, Lockerung der Zihne. 

Verlauf eines prophylaktischen Versuches mit Methyl-nor- 
narkotin (Fig. 2). Methyl-nor-narkotin wurde in der Dosis von 507 tiglich 
wihrend des ganzen Versuches bis zum Tag des Todes an 4 Meerschwein- 
chen per os gegeben (Versuch 130). Bis zum 10. Tag des Versuches nahmen 
die Methyl-nor-narkotin-Tiere an Gewicht zu (80—60 g), dann traten Skorbut- 
symptome auf. Mit dem Erscheinen der Skorbutsymptome nahmen die Tiere 
an Gewicht ab und starben ohne Ausnahme im Laufe der 3. und 4. Woche 
mit einem Gewichtsverlust von 70—100 g. Bei der Sektion wurden alle 
Zeichen des experimentellen Skorbuts festgestellt: Odem der GliedmaBen, 
Schwellung der Kniegelenkgegend, subkutane und muskulire Himorrhagien, 
Briichigkeit der Knochen, Rarefaktion der Trabekel im Markraum, Er- 
weiterung des Markraumes, Rosenkranz, blutiger Durchfall, Lockerung der 
Ziihne. 

Ahnlich verhielten sich die beiden negativen Kontrollen (Versuch 132). 

Die beiden positiven Kontrollen mit Zusatz von 1,5 cem Orangensaft 
tiiglich (Versuch 133) hatten am Ende der 3. Woche des Versuches 140 bzw. 

150 g an Gewicht zugenommen. 

Verlauf eines Heilversuches mit Methyl-nor-narkotin (Fig. 3 
Fiir diesen Versuch wurden 13 Meerschweinchen vorbereitet. Die Tiere 
nahmen bis zum 10. Tag des Versuches an Gewicht stark zu (60—100 g). 
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Fig. 3. Gewichtskurven von Skorbutmeerschweinchen, 
Unwirksamkeit des Methyl-nor-narkotins im Heilversuch (50 y taglich). 
Methyl-nor-narkotin-Tiere (125), positive (128) und negative (129) Kontrollen. 


Die Skorbutsymptome traten fast bei allen Tieren mehr oder weniger gleich- 
zeitig auf. Die Tiere wurden dann in drei Gruppen eingeteilt: 5 Methv!- 
or-narkotin-Tiere, 4 negative und 4 positive Kontrollen. 
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Die 5 Methyl-nor-narkotin-Meerschweinchen (Versuch 125) erhielten 
als Zugabe Methyl-nor-narkotin in der tiglichen Dosis von 507. Trotzdem 
nahmen alle Tiere an Gewicht ab, Schwellung der Glieder und Durehfal] 
traten auf. Sie starben im Laufe der 4. Woche mit einem Gewichtsverlust 
von etwa 120—140 g. Bei der Sektion waren alle Zeichen des experi- 
mentellen Skorbuts vorhanden. 

Ahnlich verhielten sich die 4 negativen Kontrollen (Versuch 129). Sie 
starben alle wihrend der 3. und 4. Woche des Versuches mit einem Gewichits- 
verlust von 90—130 g. 

Bei den 4 positiven Kontrollen dagegen (Versuch 128), die zur Grund. 
kost einen Zusatz von frischem Orangensaft in der Dosis von 1,5 cem tiig- 
lich erhielten, wirkte dieser Zusatz prompt heilend. Nach 4—6 Tagen nahmen 
die Tiere weiter an Gewicht zu. Am Ende des Versuches, d.h. nach 4 Wochen, 
waren alle Tiere gesund und hatten 140—150 g zugenommen. Sie wurden 
getdtet. Die Sektion ergab aufer einigen leichten, meist histologischen 
Merkmalen eines geheilten Skorbuts einen vollstindig normalen Zustand. 
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Die Steuerung der Arginasewirkung durch Sauerstoff. 


9. Mitteilung zur Kenntnis der Arginase. 
Von 





S. Edlbaeher, J. Kraus und F. Leuthardt. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mirz 1933.) 


In der 7. Mitteilung?) dieser Reihe wurde gezeigt, daB wiBrige 
Arginaselésungen durch Sauerstoff in ihrer Wirkung geschidigt 
werden. Wird die Durchstrémung der Lésung mit Sauerstoff so 
durchgefiihrt, daB Inaktivierung durch Schaumbildung vermieden 
wird, so zeigen Enzymlésungen, die mit Sauerstoff behandelt 
wurden, eine deutliche Schidigung gegeniiber solchen, durch die 
wihrend der Dauer der Spaltung Stickstoff oder Wasserstoff durch- 
geleitet wurde, oder die einfach in oberflichlicher Beriihrung mit 
Luft standen. So wie durch die ,,Pasteur-Meyerhof*-Reaktion 
eine Koppelung von Glykolyse und Atmung fiir den Kohlehydrat- 
stoffwechsel gegeben ist, muB auch erwartet werden, daB andere 
Stofiwechselsysteme durch oxydative Vorgiinge gesteuert werden. 
In Anbetracht der Bedeutung, die wir nun auf Grund unserer 
friheren Beobachtungen dem hydrolytischen Argininzerfall fiir 
die Zellteilungs- und Wachstumsvorginge zuschreiben, wurde in 
diesem Zusammenhange das Arginin—Arginasesystem untersucht. 

In der 8. Mitteilung?) wird nun gezeigt, daB die Arginase- 
aktivierung in der Muskulatur nach subcutaner Arginininjektion 
beim Meerschweinchen ausbleibt, wenn das Tier unter Thyroxin- 
wirkung steht. Ebenso sinkt die Arginasewirkung der iiberlebenden, 
durchstrémten Katzenleber unter dem Einflu8 von Thyroxin. Ohne 
auf Kinzelheiten einzugehen, mu8 diese Beobachtung wohl in dem 
Sinne gedeutet werden, daB dasjenige Hormon, dem eine Steigerung 
des Grundumsatzes zugeschrieben werden muf, in antagonistischer 
Weise auf die Argininspaltung wirkt. Diese Beobachtung stiitzt 


1) Diese Z. 206, 65 (1932), dort auch die friiheren Zitate. 
*) Diese Z. 206, 78 (1932). 
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demnach die Annahme einer Sauerstoffsteuerung des hydrolytischen 
Argininzerfalls. Es wurde auf Grund dieser Versuche die Arginase- 
reaktion unter aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht, 
und wir kénnen im folgenden zeigen, daB die enzymatisch 
verlaufende Argininhydrolyse durch Sauerstoff in cha- 
rakteristischer Weise gehemmt wird.*) 

Dieser EinfluB des Sauerstoffs ist in hohem Grade von der 
aktuellen Reaktion abhingig. Wie aus unseren zahlreichen friheren 
Versuchen (a. a. O.) hervorgeht, liegt das Reaktionsoptimum fiir 
Leberarginase bei p,, = 9—10. Bei dieser Reaktion findet man nun 
auch fiir Leberarginase die starkste Hemmung durch Sauerstoff, 
indem die Spaltung durchschnittlich nur 50°/, von der betrigt, 
die in einer N, oder H, oder CO-Atmosphire erreicht wird. Beim 
Neutralpunkte ist die Hemmung noch sehr deutlich, wihrend sie 
im sauren Gebiete von p,=6 an schon sehr gering ist und bei 
Pp, =5 kaum mehr in Erscheinung tritt. Wie weiter unten aus- 
gefiihrt werden wird, sind wibrige Arginaselésungen gegen Sauer- 
stoff ungemein empfindlich, wihrend Glycerin das Enzym weit- 
gehend davor schiitzt. Wird aber eine solche Glycerinlésung unter 
aeroben Bedingungen mit Wasser verdiinnt, so ist damit eine 
starke Schidigung des Enzyms verbunden, die wir, soweit unsere 
bisherigen Versuche reichen, nicht mehr riickgingig machen kénnen. 
Es scheint unwahrscheinlich, daB diese Irreversibilitit der Sauer- 
stoffwirkung auch in der inaktiven Zelle besteht. Wir neigen 
vielmehr der Auffassung zu, da sie durch die Herauslisung des 
Enzyms aus der lebenden Zelle bedingt ist, und wir sind gegen- 
wartig mit dem Studium dieser Erscheinungen an iiberlebenden 
Zellen beschiftigt. Die Beziehung zwischen Argininstoffwechsel 
und benignem und malignem Wachstum®), auf die wir schon des 
6fteren hingewiesen hatten, veranlaBte uns in diesem Zusammen- 
hang, das Verhalten der aus Tumoren gewonnenen Arginase mit 
solcher aus normalen Organen zu vergleichen. 

Wie wir durch neuerliche Untersuchungen feststellen konnten, 
ist das Reaktionsoptimum der Arginase aus Tumoren gegeniiber 
dem aus normalen Organen verschoben. Hs liegt ungefihr beim 
Neutralpunkte. Die starke Milchsiureproduktion der Carcinon- 
zelle und die dadurch vielleicht bedingte stirkere Sauerung kénnte 





*) Soweit wir diese Versuche gemeinsam mit J. Kraus durchfiibrten, 
wurden sie noch im physiologisch-chemischen Laboratorium des physio- 
logischen Instituts in Heidelberg durchgefiihrt. 
8) Diese Z. 171, 251 (1927); 199, 200 (1981). 
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zur Erklarung dieses Unterschiedes eventuell genannt werden. 
Untersucht man nun bei verschiedenem p,, das aus Tumoren 
extrahierte Enzym, so unterscheidet sich dieses gegentiber der 
normalen Arginase in kennzeichnender Weise: Wahrend normale 
Arginase bei p,=9 bei Abwesenheit von Sauerstoff wie 
oben schon gesagt wurde, ungefaihr doppelt so stark 
wirkt, 1iBt sich die Wirkung der Tumorarginase unter 
diesen Bedingungen auf das 4—6fache steigern. Beim 
Neutralpunkte betragt die Hemmung des normalen Enzyms durch 
Sauerstoff nur héchstens 20°/,, wihrend Tumorarginase unter 
diesen Bedingungen noch immer bis zu 60°/, gehemmt wird. Es 
bestehen also zwei sehr kennzeichnende Unterschiede zwischen 
der Wirkung von Arginase benigner und maligner Provenienz: 
erstens das verschiedene Reaktionsoptimum, zweitens die weitaus 
eréBere Empfindlichkeit der Tumorarginase gegen Sauerstoff. 

Untersucht man jedoch die p,-Aktivititskurve der Tumor- 
arginase unter AusschluB von Sauerstoff, so tritt sofort eine 
Verschiebung des Optimums ein, indem sie, genau wie 
normales Enzym bei p,,=9,2, optimal wirkt. Diese Identitat 
der p,-Aktivitatskurven unter anaeroben Verhiltnissen ist ein 
deutlicher Hinweis, daB im Tumor und in normalen Organen die 
gleiche Arginase wirkt und da8 nur die speziellen Verhiltnisse 
im Tumor fiir die beobachtete Verschiebung verantwortlich zu 
machen sind. Als solche erwahnen wir z. B. spezifische Coad- 
sorbentien, sowie die starke Milchsiureproduktion und die damit 
bedingte Verschiebung aller Oxydo-Reduktionsprozesse. Jedenfalls 
bewegen sich alle bisher bekannten Vorginge auf dieser Linie. 
Ks ist in dieser Hinsicht auch von Bedeutung, daB bei der enzy- 
matischen Histidinspaltung‘), die ja in gewisse Analogie zur 
Argininspaltung gesetzt werden kann, ein Einflu8 des Sauerstoffs 
kaum zu beobachten ist. 

Es wurde nun auch versucht, weiter in den Mechanismus 
dieser Reaktion einzudringen. Wie schon oben gesagt wurde, wirkt 
Glycerin schiitzend auf das Enzym. In weiter unten beschriebenen 
Apparaten wurde die Glycerin-Enzymlésung erst nach Entfernung 
des Sauerstoffs mit der gepufferten Substratlésung gemischt und 
die ganze Spaltung streng anaerob durchgefiihrt. Mischt man 
nimlich Enzym und Substratlésung bei Gegenwart von Luft, so 
ist die Schidigung schon eingetreten und nachtriagliches Verdrangen 

‘) Diese Z. 195, 267 (1931); 191, 225 (1930); 157, 106 (1926). 
e9 
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des Sauerstoffs bleibt wirkungslos. Aceton, sowie Alkohol—Ather- 
trockenpraparate sind ebenfalls gegen Sauerstoff unempfindlici 
geworden. Hs gelingt nicht, bei derartigen Praiparaten Unterschiede 
zwischen anaerober und aerober Spaltung zu erzielen. Diese grofe 
Reaktionsbereitschaft der Arginase gegen Sauerstoff hat es bisher 
auch unméglich gemacht, durch das Adsorptionsverfahren gereinigte 
Enzympriparate beziiglich ihrer Sauerstoffempfindlichkeit zu priifen. 

In unserer friiheren Mitteilung') haben wir auf den Einfiub 
von ,Komplexbildnern“ wie Cystein, Glutathion und Blausiure 
hingewiesen. G. Klein und Mitarbeiter5) haben diese Ergebnisse 
im wesentlichen bestitigt. E. Waldschmidt-Leitz®) hat in- 
zwischen seine urspriingliche abweichende Auffassung in diesem 
Punkt revidiert. Auf seine weiteren Mitteilungen in dieser Frage 
werden wir weiter unten noch einzugehen haben. Es wird also 
Leberarginase im sauren Gebiete durch Komplexbildner stark 
gehemmt, im alkalischen schwach aktiviert.*) Extrakte aus Alkohol 
und Aceton-Trockenpulver von Leber, die vollkommen frei von der 
Glutathionreaktion sind, geben, wie schon oben erwihnt wurde, 
sowohl in N, als in O, die gleiche Spaltung. Setzt man solchen 
Extrakten Cystein bzw. Glutathion wieder zu, so gelingt es nicht, 
den Unterschied zwischen anaerober und aerober Spaltung zu 
reproduzieren. Sie sind dauernd geschidigt. Dennoch wirkt sich 
aber die Gegenwart von Sulfhydrylkérpern in héchst charakte- 
ristischer Weise auf die Spaltungsgréfen aus. Sowohl normale, 
als auch Tumorarginase werden nimlich im sauren Gebiete von 
Py = 5—T durch Cystein und Glutathion sehr stark gehemmt, 
wihrend beide Enzymlésungen im alkalischen Gebiete durch die 
genannten S-H-Kérper aktiviert werden. Wihrend aber nor- 
male Arginase nur um 10 bis héchstens 20°/, aktiviert 
wird, tritt bei der Tumorarginase eine Aktivierung von 
500—600°/, ein, die schon bei p,, =7 eine etwa 100°/, ige Steige- 
rung ausmacht.™) 





5) Diese Z. 218, 218, 202 (1932). 6) Diese Z. 214, 75 (1933). 
*) Aktivierung nur durch S-H-Kérper; nicht durch Cyanid. 

**) Die Angabe von Waldschmidt- Leitz‘, daB die Hemmung durch 
Cystein nur durch die Verwendung von Phosphatpuffer bewirkt wird, 
kénnen wir in dieser Form nicht bestitigen: Wahrend z. B. bei Verwendung 
von Phosphatpuffer bei py = 6,8 Leberarginase durch Cystein nicht mehr 
gehemmt wird, betriigt diese Hemmung bei Verwendung von Citratpuffer 
beim Neutralpunkte noch 35°/,. Es entspricht also die Annahme, daB eine 
Hemmung an gleichzeitige Anwesenheit von Phosphat gekniipft ist, durch- 
aus nicht unseren zahlreichen Beobachtungen. 
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Die Wirkung der S-H-K6rper steht also in Analogie mit der 
yvorhin beschriebenen Wirkung der Entfernung des Sauerstofis aus 
dem Reaktionsmilieu. Untersucht man nun die gleiche Enzymlésung 
einerseits auf ihre Sauerstoffempfindlichkeit und andererseits auf 
ihre Aktivierbarkeit durch Cystein oder Glutathion unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen, so ergibt sich, daf die unter Sauerstoff- 
ausschluB erhaltene SpaltungsgréBe durch gleichzeitige Gegenwart 
yon S-H-Kérpern nicht mehr wesentlich gesteigert werden 
kann. Die maximale Spaltung ist entweder durch die S-H- 
Kérper oder Ausschlu8 von Sauerstoff erreichbar. 

Diese Beobachtungen lassen uns mit allem Vorbehalt an 
eine mégliche Deutung der Tatsachen etwa im folgenden Sinne 
denken. 

1. Es besteht eine antagonistische Beziehung zwischen Argi- 
nasespaltung und Aerobiose. 

2. Dieser Antagonismus manifestiert sich besonders in der 
ungemein ausgeprigten Aktivierbarkeit der Tumorarginase gegen- 
iiber normalem Enzym und steht in vollkommener Ubereinstimmung 
mit den zugunsten der Hydrolysen (Glykolyse Warburg) ver- 
schobenen Verhialtnissen bei malignem Wachstum. 

3. Sulfhydrylkérper wirken als Sauerstoffacceptoren und 
schiitzen dadurch die Arginase vor der Sauerstoffwirkung. 

4. Die Aktivierung der Arginase durch die S-H-Systeme beruht 
also darauf, daB letztere durch ihre gréBere Affinitit zum Sauerstofft 
diesen abfangen. 

5. Es ist daher denkbar, daB auch in der lebenden Zelle 
die Argininspaltung einerseits durch den dargebotenen Sauerstoff, 
sowie andererseits durch die S-H-Systeme reguliert wird. 

6. Die Steuerung des hydrolytischen Argininzerfalls durch 
Sauerstoff und Sulfhydrylkérper, die im malignen Gewebe zu- 
gunsten der Hydrolyse verschoben ist, steht somit in vollkom- 
mener Analogie zu den Verhiiltnissen, wie sie beim Kohlehydrat- 
stoffwechsel durch die Pasteur-Meyerhof-Reaktion ausgedriickt 
werden und sich in der gesteigerten Glykolyse (Warburg) kund- 
geben. 

In den vorliegenden Untersuchungen haben wir den Einflu8 
von Sauerstoff, Cystein und Glutathion untersucht. Es ist denk- 
bar, daB die Sulfhydrylkérper nicht als alleinige Sauerstoffacceptoren 
in der Zelle wirken miissen. Die diesbeziigliche Beobachtung von 
Waldschmidt-Leitz®) iiber die aktivierende Wirkung von Ferro- 
salzen kénnen wir bestitigen. Ferrosalze wirken als energische 
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Sauerstoffacceptoren schiitzend auf die Arginase. Es wird dadurch 
das oben unter Satz 3 Ausgesagte durch eine andere Methodik 
bestatigt und zugleich die Wirkung des Ferroeisens erklirt. 


Wie weit aber die Ferrosalze im Leben fir diese Verhilt- 
nisse eine Rolle spielen, ist in Anbetracht des relativ geringen 
Kisengehalts der Organe in diesem Zusammenhange noch genauer 
zu untersuchen. Ohne im geringsten an der Bedeutung des Hisens 
als Atmungskatalysator zu zweifeln, spricht die folgende Beobach- 
tung fir die tiberwiegende Rolle der S-H-Systeme und gegen die 
der Eisenionen bei der Arginasespaltung: Verdringt man bei 
den Spaltungsversuchen den Sauerstoff durch Stickstoff, Wasser- 
stoff oder Kohlenoxyd, so erhilt man in allen Fallen ganz 
gleich starke Aktivierung das Enzyms. Da unter diesen Bedingungen 
das ganze in der Enzym-glycerinsuspension vorhandene Eisen als 
Carbonylverbindung auBer Aktion gesetzt war, ist aber zuniichst 
bewiesen, da8 bei den von uns beobachteten Aktivierungsvor- 
gingen dem a priori vorhandenen ey. Ferroeisen keine Rolle 
zufallt. Wir sind mit dem Studium dieser Verhiiltnisse gegen- 
wartig beschiftigt. 


Da aber von Waldschmidt-Leitz nochmals die Forderung 
einer Nachpriifung tiber den Gehalt von Organen an Arginase 
gefordert wird, sei in diesem Zusammenhange erneut_hervor- 
gehoben, das wir uns niemals der Illusion hingegeben haben, 
Aussagen iiber den absoluten Enzymgehalt gemacht zu haben. 
Eine derartige Forderung ist nicht realisierbar, da doch das 
Enzym auf Bedarf von der Zelle wahrscheinlich produziert werden 
kann. Unsere Injektionsversuche am lebenden Tiere beweisen dies 
sehr klar. Wie ungemein die Wirksamkeit einer Enzymlésung 
gesteigert werden kann, zeigen ja auch unsere mitgeteilten Werte 
fiir die Tumorarginase. Diese mégliche Wirkungssteigerung sagt 
aber durchaus nicht aus, daB in vivo eine derartige Wirkungs- 
intensitit vorhanden ist. Méglich ist nur ein einfacher Vergleich 
von Wirkungsintensititen. 


Wenn wir nun in unseren friiheren Untersuchungen mit gréBter 
Konstanz nachweisen, daB minnliche Tiere immer hohere Arginase- 
werte zeigen als weibliche, so ist damit ein Unterschied, der auf 
der Sexualitit beruht, erwiesen. Daf verschiedene Aktivierungs- 
zustande des Enzyms vielleicht die Ursache dieses Unter- 
schiedes sind, ist eben eine Erklirungsméglichkeit dieser Ditle- 
renzierung. 
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h Endlich haben wir den EinfluB verschiedener Schwermetalle 
k auf die Arginasewirkung untersucht. Da wir die Arginasespaltung 
immer durch Ureasespaltung des entstandenen Harnstoffs messen, 
war diese Methode hier infolge der Empfindlichkeit der Urease 
gegen Schwermetalle nicht anwendbar. Es wurde bei diesen Ver- 
suchen die Menge des unzersetzt gebliebenen Arginins nach der 
Spaltung als Flavianat zur Wagung gebracht. Die Arginase er- 
wies sich dabei als besonders empfindlich gegen Kupfer und 
Quecksilber. Wir stellten diese Versuche auf Grund der Uber- 
legungen an, die der eine von uns (K.) gemeinsam mit W. Kutscher‘) 
beziiglich des Verhaltens der Phosphatasen gepflogen hatte. Es 
wire denkbar, daB Schwermetalle bei allen diesen Aktivierungs- 
und |Hemmungserscheinungen beteiligt sind (cit.). Bei m/3000 
bewirken Kupferionen noch immer eine 30°/,ige Hemmung, 
wihrend bei m/100 ein fast vollstandiges Sistieren der Reaktion 
eintritt. 





Experimenteller Teil. 


(Von den zahlreichen Untersuchungen geben wir hier nur einen Auszug.) 


I. Einflu8 von Sauerstoff, Stickstoff und Kohlenoxyd auf Argi- 
nase normaler Organe. Es kamen zur Verwendung: 1. Frische Glycerin- 
suspensionen der angegebenen Gewebe, 2. klar filtrierte Glycerinextrakte, 
3. Extrakte von Aceton—Athertrockenpulyern, die mit Pufferlésungen her- 
gestellt waren. Es wurde auch untersucht, ob die Extraktion des eis- 
gekiihlten Organes mit eisgekiihltem Glycerin einen Einflu8 ausiibt. Es 
konnte kein Unterschied zwischen solchem Enzymmaterial und solchem, 
das bei Raumtemperatur hergestellt worden war, festgestellt werden. Starke 
Glycerinkonzentrationen wirken hemmend auf die Spaltung, schiitzen aber 
das Enzym lingere Zeit vor der Zerstérung. In wiBrigen Enzymlésungen 
sinkt die Wirksamkeit ungemein rasch. 

Beispiel: Meerschweinchen-Glycerinextrakt (entweder koliert oder fil- 
triert) wird mit Phosphatpuffer bzw. Glycerinpuffer auf das 10 fache ver- 
diinnt und bei 40° aufbewahrt (unter Toluol). 

Nach den angegebenen Zeiten werden gemischt: 3 ccm Enzymlésung, 
6 ccm Puffer, 3 ccm 3°/,ige Argininlésung vom entsprechenden py. Alle 
Lésungen auf 40° vorgewiirmt. Spaltung eine halbe Stunde bei 40°, dann 
Harnstoffbestimmung wie iiblich (a. a. O.). 








Aufbewahrungszeit 
bei 40°, alien Pu = 6,5 Pu = 7,7 Pu = 9,2 








100 100 100 











0 

1 87 74 65 
2 74 62 59 
4 60 57 57 
8 54 40 48 


) Diese Z. 207, 1 (1932). 
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Extrakt und Suspension verhalten sich gleich. Wichtig dabei is‘, 
méglichst frische Enzymlésungen zu verwenden, denn schon nach 1 Stunde y 
ist die Spaltungsfahigkeit bei py = 9,2 auf 65°/, gesunken. 

Wird der Versuch in den weiter unten beschriebenen Apparaten he; 
Abwesenheit von Sauerstoff in Stickstoff ausgefiihrt, so gibt er ganz analoge 
Werte. Auch bei Zimmertemperatur findet eine rasche Schidigung wif- 
riger Enzymlésungen statt. 


Methode der Spaltung unter Luft und anderen Gasen. 


Die Versuche bei Gegenwart von Luft wurden wie bisher in weiten 
Reagenzglisern ausgefiihrt. Fiir die Versuche in anderen Gasen werden 
die folgenden Apparate verwendet: Weite Reagenzgliser (20 mm Durch- 
messer und 20 cm Héhe) tragen am oberen Drittel zwei schriig nach oben 
gerichtete Tuben von 10 mm Weite, in diese sind zwei kleine Retorten ein- 
geschliffen (etwa 15 ccm Volumen). Das Hauptrohr ist mit einem Kautschuk- 
stopfen verschlossen, durch den ein Rohr bis zum Boden, ein Rohr bis 
durch den Stopfen geht. Beide Rohre tragen Hahne. Die Apparate sind 
aus Jenaer Glas.*) Sie werden in der folgenden Weise gefiillt: 


Mittelrohr: Puffer + Argininlésung + eventueller Aktivator. 
1. Retorte: Enzymlésung. L 
2. Retorte: insofern nicht im Mittelrohr, der Aktivator. 





Das Einsatzrohr wird eingetaucht und nun kénnen bis zu 5 derartige 
Apparate hintereinander geschaltet werden. Sie werden durch eine Leybold- 
Olpumpe energisch evakuiert. Nun wird der Hahn vor der Pumpe ge- 
schlossen und aus einem Gasometer das betreffende Gas nachstrémen ge- 
lassen. Stickstoff und Wasserstoff wurden iiber gliihendes Kupfer geleitet 
und iiber Pyrogallol im Gasometer gehalten. Dieses Evakuieren und Nach- 
strémen wurde meistens 5 mal wiederholt. Dann werden alle Hihne ge- 
schlossen, die Apparate auseinandergenommen, durch Umdrehen der Re- 
torten und Neigen der Apparate Enzym, Substrat und Aktivator gemischt. 
Die Retorten werden durch Drahtspiralen in gekippter Stellung am Haupt- 
rohr fixiert und die Hauptrohre, die nun das ganze Gemisch enthalten, 
kommen in den Wasserthermostat. Nach Abschlu8 der Spaltungszeit werden 
die Hihne gedéffnet und die Reaktion durch Eintauchen in siedendes Wasser 
unterbrochen. Es werden die Retorten durch Gummistopfen ersetzt, es 
folgt Harnstoffspaltung und Destillation des Ammoniaks wie iiblich. Durch 
diese Versuchsanordnung wird also erreicht, daB einerseits der in den 
Lésungen anwesende Sauerstoff vor Beginn der Spaltung entfernt wird 
und andererseits die Reaktion nur in der gewiinschten Atmosphire stattfindet. 


ss | et 


, a | 


Vergleich der Spaltung von Rattenleber-Glycerinextrakt 
in Luft, in Stickstoff, Wasserstoff und Kohlenoxyd. 


6,9 ccm Puffer (Phosphat bzw. Citrat bzw. Glycin-NaOH) + 3 ccm 
2,2°/,ige Argininchlorhydratlésung vom entsprechenden py und 0,1 ccm 
Glycerinextrakt (1:5). Spaltung 2 Stunden bei 40° (ohne Antisepticum). Die 
angegebenen Zahlen bedeuten gebildete Kubikzentimeter n/50-Ammoniak; 
driicken also die GréBe der Harnstoffbildung aus: 


im ae =a =, 





*) Hersteller: Firma Hormuth & Vetter, Heidelberg. 
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Pu = 5,9 6,8 9,2 
2 eee . setaaediaiilis 
Left .... | 88,/ 36 | 7,2 7,5 | 10,5 11,0 
Stickstoff. . . | 40 382 | 83 85 | 14,1 14,0 
Pr = 5,9 6,8 9,2 
Luft .... 1] 25 25 | 67 65 | 11,5 11,4 
Wasserstoff . . 8,2 3,2 8,4 9,0 15,5 14,8 











Die angefiihrten Parallelversuche zeigen, daB die Schwankungen 
unter 0,5 cem n/50-Siure bleiben und da8 die Sauerstoffhemmung um so 
stiirker wird, je alkalischer die Reaktion ist. Wasserstoff verhilt sich wie 
Stickstoff. Er wurde aus chemisch reinem Zink und Schwefelsiure her- 
gestellt und mit Sublimat, Permanganat und Kalilauge gewaschen. 









































Pa = 5,8 5,9 6,8 1,7 9,2 9,9 
a 0,8 2,8 6,8 12,1 | 15,8 16,3 
» Kohlenoxyd . . 0,6 2,5 10,0 16,1 | 19,6 19,6 


Dieser Versuch zeigt deutlich die Analogie zwischen Wasserstoff, 
Stickstoff und Kohlenoxydwirkung. Eine Hemmung durch Kohlenoxyd 
wurde niemals beobachtet. 


Bereitung der Enzymlésung unter Eiskihlung. 

Alle GefiBe, das Glycerin und der Quarzsand zur Verreibung des 
Organes werden mit Eis—Kochsalzmischung gekiihlt. Die Ratte durch 
Kopfschlag getétet und die Leber 1 Minute nachher in einem Glischen in 
Eis-Kochsalz eingepackt. Nach 20 Minuten wird das vollkommen gefrorene 
Organ (8 g + 32 cem Glycerin) verrieben und unter stindiger Kihlung 
koliert und der Versuch wie gewohnlich angesetzt. 








Pu = 6,8 9,2 








eee 58-4 9,9 10,1 
Stickstoff . . .. 7,7 7,3 12,5 13,5 


Der Versuch zeigt, daB die Bereitung der Enzymsuspension bei 
Zimmertemperatur keine Schidigung der Wirkung mit sich bringt. 








Einflu8 von Sauerstoffiiberdruck auf die Arginasespal- 
tung: Die Versuche in Luft und Stickstoff wurden wie oben beschrieben 
durchgefiihrt. Bei den Versuchen mit Sauerstoff wurden die Reaktions- 
gefiiBe vor der Spaltung unter 175 mm Hg-Uberdruck gefiillt. Er passierte 
zur Entfernung von Quecksilberdimpfen zuerst 2 Waschflaschen mit 
Schwefelsiure. 

Angewendet Rattenleber, wie oben. 
Ausgefiihrt bei pq = 9,2. 
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Spaltung in 0, Luft | N, 














cem n/50-Séure. . . | 10,0 9,9 11,9 11,4 | 186 19,1 


Der Versuch zeigt also, da8 reiner Sauerstoff das Enzym noch etwas 
stiirker hemmen kann als Luft. (Wurde mit verschiedenen Enzymlésungen 
éfters durchgefihrt.) 


Das py-Optimum bei verschiedenen Tieren. 


Wir verzichten auf die Wiedergabe dieses groBen Materials und 
wollen hier nur erwihnen, daB die Leberarginase von Hund, Schwein, 
Rind, Meerschweinchen, Kaninchen und Ratte sich in allen Versuchen in 
gleicher Weise verhielt. Das Reaktionsoptimum liegt bei allen diesen 
Tieren zwischen 9 und 10. Den kennzeichnenden Einflu8 des Ersatzes von 
Sauerstoff durch Stickstoff, Wasserstoff und Kohlenoxyd konnten wir tiber- 
all in gleicher Weise feststellen. Bemerkenswert ist, daB die Hiihner- 
nierenarginase die typische Hemmung durch Sauerstoff erleidet. Soweit 
wir die Verhiltnisse durchforscht haben, kann also zwischen den ein- 
zelnen Tierklassen kein Unterschied festgestellt werden, insofern 
es sich um normale Organe handelt. 


EinfluB des Lésungsmittels auf die aerobe und anaerobe 
Spaltung. Wie im theoretischen Teile schon gesagt wurde, gelingt es nicht, 
Arginase, die bei Gegenwart von Sauerstoff in wiBriger Lésung vorhanden 
war, durch nachtrigliche Entfernung des Sauerstoffs wieder zu aktivieren. 
Von den zahlreichen Versuchen, die wir auch in dieser Hinsicht ausfiihrten, 
und die alle einstimmig verliefen, sei hier nur ein Beispiel angefiihrt: 

Hundeleber-Aceton-Trockenpu!ver nach Waldschmidt- Leitz (a.a.0.) 
hergestellt (,,zookinasefrei“); je 0,1 g wird mit je 50 ccm Puffer py = 6,8 
bzw. 9,2 8 Stunden extrahiert, filtriert. 

Ansatz: 3 ecm Puffer + 2 ccm Enzymlésung + 3 cem 2,2°/, Arginin. 
Spaltung 2 Stunden bei 40° 




















Pu = 6,8 9,2 
es * «5 e « 5,1 11,9 
Stickstoff . . . . 4,9 10,7 


Wird Leber-Glycerinextrakt vor dem Evakuieren mit Wasser verdiinnt, 
so bleibt ebenfalls die Spaltung in Stickstoff gleich der in Sauerstoff. 

Da diese Versuche ganz analog dem hier mitgeteilten verliefen, ver- 
zichten wir auf ihre Wiedergabe. 

Histidinspaltung in Sauerstoff und Stickstoff. Die von Edl- 
bacher gefundene, in der Leber vorkommende Histidase (a. a. O.), die das 
Histidin unter Ammoniakbildung aufspaltet, zeigt sich gegen Sauerstoff als 
unempfindlich. 

2 ccm Rattenleber-Glycerinextrakt (1:8) + 8 cem Puffer + 2 ccm 2°) 
Histidin von entsprechendem py. 





Di: 








if 
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Da je nach den Alkalisierungsbedingungen 1 oder 2 Molekiile Ammo- 
niak gebildet werden, wurde sowohl der ,,Soda-stickstoff, als der ,,Laugen- 
stickstoff’ bestimmt. Spaltung 5 Stunden, 40°. 

















8 Pr = 6,8 7,7 

' Soda Lauge Soda | Lauge 
~~ eee 1,1 2,2 2,6 5,0 
Stickstoff. . . . 0,9 2,0 2,1 4,6 











II. Einflu8 von Cyanid und §8-H-Korpern sowie von Eisen auf 
die aerobe und anaerobe Arginasespaltung. Schon in unserer letzten 
Mitteilung’) hatten wir auf den hemmenden Einflu8 von Cyanid und S-H- 
Korpern ausfiihrlich hingewiesen. Wahrend letztere im alkalischen Gebiete 
bei aerober Versuchsanordnung schwach aktivierten, konnte bei Cyanid im 
sauren Gebiete die starke Hemmung, aber keine Aktivierung bei Alkali- 
tit nachgewiesen werden. Die hier angefiihrten Versuche betreffen nun 
den Vergleich der Wirksamkeit dieser Systeme unter aeroben und anaero- 
ben Bedingungen. 


Cyanidwirkung. ‘Ansatz: Hundeleber-Glycerinextrakt, Phosphat- 
bzw. Glycinpuffer, Argininlésung 2,2°/,, n/10-KCN-Lésung. Bei diesen 
Versuchen wurde das Cyanid in die Seitenretorte eingefiillt. Im Reaktions- 
gefi8 befand sich die fiir das entsprechende py, nétige Menge n/10-Schwefel- 
siure, in den Leerversuchen auch die analoge Menge Natronlauge, um die 
gleiche Salzkonzentration zu haben. Spaltung 2 Stunden bei 40°, je 0,1 ccm 
Enzym-Glycerinlésung und je 3 cem Argininlésung, KCN = m/100. 


Bei py = 6,8 (je 4,9 com Phosphat). 





























KCN Luft oder N, n/10-H,SO, | n/10-NaOH | Spaltung 
~ Luft 1,0 1,0 9,1 
— Stickstoff 1,0 1,0 10,8 
1,0 Luft 1,0 i 6,5 
1,0 Stickstoff 1,0 — 8,8 

Bei py = 9,2 (je 5,35 cem Glycin-NaOH). 
- Luft 0,77 0,77 12,2 
— Stickstoff 0,77 0,77 17,2 
1,0 Luft 0,55 ia 11,9 
1,0 Stickstoff 0,55 _ 11,8 





Wihrend also bei Anwesenheit von Cyanid Stickstoff eine starke 
Steigerung verursacht, bleibt diese bei Anwesenheit auch im alkalischen 
Gebiete vollkommen aus. Versuche mit wiB8rigen Extrakten von Trocken- 
pulvern ergaben das gleiche Resultat. Cyanid wirkt nur hemmend und 
niemals aktivierend auf die Arginasereaktion, gleichgiiltig ob Sauer- 
stoff zugegen ist oder nicht. 
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Cystein und Glutathion. Als Cystein verwendeten wir teils solches 
von Kahl baum (schwermetallfrei), teils solches von Hoffmann-La Roche, 
Basel. Es gelangte auch ein Priparat eigener Darstellung zur Verwendung. 
Die einzelnen Priiparate zeigten keinerlei Unterschiede. Das gleiche 
gilt auch fiir das verwendete Glutathion. In allen Versuchen wurden die 
S-H-K6rper in m/100 Konzentration angewendet, indem auf 9 ccm Reaktions- 
gemisch 1 cem der neutralen m/10-Lésung zugegeben wurde. Cystein 
bzw. Glutathion wurden im ReaktionsgefiB mit der Arginin-Pufferlésung 
gemischt und nach dem Verdriingen der Luft das Enzym aus der Retorte 
eingekippt. 

Rattenleber-Glycerinextrakt (1: 5). 





Ansatz ohne Cystein 








Ansatz mit Cystein 











6,9 ecm Puffer 4,9 ccm Puffer 
3,0 ,, Arginin 3,0 ,, Arginin 
0,1 ,, Enzym-—Glycerin 1,0 ,, Cystein-HCl 
1,0 ,, n/10-NaOH 
0,1 ,, Enzym 








Spaltung 2 Stunden bei 40°, ausgedriickt in cem n/50-Sdure. 





























PH = 6,5 ce | 9,2 
Luft | N, Luft | N, Luft | N, 
Ohne Cystein . 4,6 6,2 9,2 9,7 9,4 14,2 
Mit Cystein. . 1,0 2,1 7,8 | 98 13,5 | 14,8 





Der Versuch zeigt deutlich, daB die beiden Faktoren Cysteinakti- 
vierung im alkalischen Gebiete und Sauerstoffverdriingung sich nicht etwa 
addieren, sondern daB jeder der Faktoren allein fiir sich schon fast 
maximale Wirkung erzeugt. In einem spiiteren Teil der Untersuchung sind 
wir dazu tibergegangen, den Stickstoff zuerst durch gliihendes Kupfer yom 
Sauerstoff zu befreien. In diesem Falle ist es dann méglich, eine geringe 
additive Wirkung beider Faktoren festzustellen. 

Wir hatten schon oben erwihnt, daB die p,;,-Aktivititskurve normaler 
Arginase durch Herstellung anaerober Bedingungen nicht veriindert wird: 
das gleiche gilt auch fiir das Zusammenwirken von Stickstoff und Cystein. 
Beispiel: Ansatz wie oben (Rattenleber-Glycerinextrakt). Spaltung in Luft 
oder Stickstoff, alle Versuche bei Anwesenheit von Cystein: 



































Pu= 5,8 5,9 6,8 7,7 9,2 9,9 
re 0,0 0,1 1,3 7,1 12,9 12,0 
Stickstoff . 0,2 0,1 3,8 9,1 13,8 14,2 


Glutathion verhielt sich in allen Fallen gleich wie Cystein, so dab 
wir auf die Wiedergabe der diesbeziiglichen Versuche verzichten kénnen. 
Verwendet man aber statt des Glycerinextraktes wiBrige Arginase- 
lésungen, so findet man wohl bei schwach saurer Reaktion die Cystein- 
hemmung, wihrend die typische Aktivierung durch Sauerstoffentfernung 
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baw. Oysteinzusatz vollkommen oder fast vollkommen ausbleibt. Einmal 
mit Sauerstoff behandelte Arginaselésungen sind irreversibel 
geschadigt. 

Beispiel: Hundeleber-Aceton-Trockenpulver mit Puffer 6,8 bzw. 9,2 
extrahiert, filtriert (0,1 g mit 50 Puffer iiber Nacht). Ansiitze sonst wie oben 
(2 Stunden Spaltung bei 40°). 














Py = 6,8 (Phosphat) Po = 9,2 (Glycerin) 
Luft — 4,8 Luft wi 12,2 
N, — 4,6 N, _ 11,1 
Luft Cystein 1,7 Luft Cystein 10,4 
N, Cystein 2,1 N, Cystein 9,8 


Cystein, Glutathion und Histidase. So wie im Abschnitt iiber 
die Sauerstoffwirkung gezeigt werden konnte, da’ die Histidase durch 
Schaffung anaerober Verhiltnisse nicht aktiviert werden kann, so fanden 
wir auch keine Aktivierung derselben durch S-H-Kérper. Es besteht nur 
insofern eine Ahnlichkeit mit der Arginase, als bei hohen Cysteinkonzentra- 
tionen eine .Hemmung beobachtbar ist. 

Beispiel: Glycerin-Meerschweinchenextrakt (1: 3). 

Pu = 7,7 (analog wie die Versuche unter N,, vgl. oben!) 


ohne Cystein = 13,9 = 0,0°/, Hemmung 


m/200. , = 13,1 = 5,7°/, ” 
m/50 » = 9,7 = 23,7°/, ” 

Pu = 6,8 
ohne Cystein = 8,0 = 0,0°/, Hemmung 
m/200 _,, =76= 5,0, 9 
m/50 ” = 5,1 = 36,2°/, ” 


Die Analogie zwischen Arginase und Histidase beschriinkt sich also 
ausscblieBlich auf die Hemmbarkeit, nicht auf die Aktivierbarkeit. 


III. Versuche tiber das Verhalten von Tumorarginase aus 
Ehrlichschem Mausecarcinom. Der EinfluB der Sauerstoff- 
verdrangung. Frisch bereitete Tumor-Glycerinsuspension (1: 4), 5,0 ecm 
Glycerinpuffer py = 9,2 + 8 cem Argininlésung (2,2°/)) + 2 cem Enzymsus- 
pension. Spaltung 6 Stunden bei 40°. 














Sauerstoff 
unter 175 mm Luft Stickstoff 
Hg-Uberdruck 
Spaltung in ecem 1,3 1,6 6,4 
n/50-Saure 1,3 1,6 6,9 











Das Reaktionsoptimum der Tumorarginase liegt nicht im alkalischen 
Gebiete, sondern ungefihr beim Neutralpunkte. Bei Entfernung des Sauer- 
stofis verschiebt es sich nach der alkalischen Seite; die Aktivitits-p,- 
Kurven von normaler und Tumorarginase werden also unter 
anaeroben Bedingungen identisch. 
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Beispiel (Ansitze wie oben). 
































Pu = 5,8 5,9 6,8 4% 9,2 9,9 
Luft . 0,5 0,8 1,2 0,9 0,8 ome 
Luft . 0,5 0,6 1,2 0,9 0,7 = 
a 0,7 1,2 2,5 2,3 1,3 1,2 
Kohlenoxyd 0,6 1,1 3,9 5,2 5,7 4,9 
Luft. . 0,9 1,6 2.9 3,0 2,3 2,3 
Stickstoff 1,1 2,4 5,6 8,1 9,8 9,6 
Luft . , _ 0,8 1,2 sos 0,9 vs 
Wasserstoff . 1,1 2,4 —- 4,0 — 


Der Versuch zeigt auBerdem, daB Stickstoff, Wasserstoff und Kohlen- 
oxyd in gleicher Weise wirken, und daf die Sauerstoffverdringung sich viel 
intensiver auswirkt, als bei normaler Arginase. Wie aus der Tabelle hervor- 
geht, gelingt es, eine 4—6 fache stirkere Spaltung dadurch zu erzielen. 

Der EinfluB von Cystein und Glutathion auf Tumorargi- 
nase. Die Ansitze in gleicher Art wie beim vorstehenden Versuche bereitet, 
Spaltung in Luft: 



































Po= 5,3 5,9 6,5 6,8 7,7 9,2 
Mit m/100- 0,5 0,6 0,9 1,2 0,9 0,7 
Cystein 0,2 0,1 0,1 0,6 1,7 2,9 


Gegenwart des Cysteins wirkt wie Verdriingung des Sauerstoffs. 


Alle diese Versuche miissen ohne Anwendung eines Antisepti- 
kums ausgefiihrt werden. Bei Anwesenheit von Toluol bleibt die Akti- 
vierung bei Verdriingung des Sauerstoffs aus. Ebenso sind immer Leer- 
kontrollen auszufiihren. 

Bei gleichzeitiger Einwirkung von Cystein und Abwesenheit von 
Sauerstoff tritt so wie bei der normalen Arginase keine einfache Addition 
der beiden Wirkungen ein, sondern lediglich eine ganz geringe Verstirkung 
der Wirkungen. 

Glycerinextrakt aus Miusecarcinom, Spaltung in cem n/50-NaQOH;, 
PH = 8,9. 








Ohne Zusatz Mit Cystein 








eT. os 5 83,95 4,70 7,05 6,70 
In Stickstoff . . . 8,60 9,15 8,10 8,75 








Da zahlreiche Versuche iiber die Wirkung von Kochsidften negativ 
ausfielen, verzichten wir auf ihre Wiedergabe. 
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IV. Schwermetallhemmung der Arginase. Sie wurde dadurch 
gemessen, daB das unzersetzte Arginin als Flavianat zur Wigung ge- 
bracht wurde. 

Ansiitze in 50 ccm MeBkélbchen: 24 ccm m/15-Phosphat py = 7,7, 
12cem 2,2°/, Arginin py = 7,7, x ccm Kupfersulfatlésung, 5—x ccm Wasser. 


Diese Mischung auf 40° erwirmt, dann 4 ccm Arginaselésung zu- 
gegeben (45 cem). Spaltung 2 Stunden 40°, dann Zusatz von 5,0 ccm n-Essig- 
siure; 10 Minuten! im siedenden Wasserbad erhitzt, erkalten lassen, fil- 
trieren. 


Argininbestimmung: 


20 cem Filtrat + H,SO, zur Kongobliuung (5—10 Tropfen) + 5 ccm 
20°/, Flaviansiure. Nach 3 Tagen Filtration und Wiagung des Flavianats. 








Kupfermolaritit | 1/33 1/100 | 1/330 | 1/3300 | 1/13000 
Hemmung in °/, 98 90 45 40 2990CU|:«C 12 


Quecksilber wirkt in ganz ahnlicher Weise. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. In Organextrakten und Suspensionen wird die Arginase- 
reaktion in irreversibler Weise durch Sauerstoff gehemmt. 


2. Glycerin schiitzt die Arginase vor der Sauerstoff-Schidigung. 
3. Stickstoff, Wasserstoff und Kohlenoxyd schiitzen das Enzym 


und bewirken dadurch eine scheinbare Aktivierung gegeniiber 
Luft oder Sauerstoff. 


4. Die scheinbar spezifische Aktivierung der Arginase durch 
Cystein, Glutathion oder Ferrosalze ist ein Sauerstoffabfang- 
verfahren und dadurch im wesentlichen gleichzusetzen dem unter 
(3) genannten Verdrangungsverfahren des Sauerstoffes. 


5. Es wird die Arbeitshypothese ausgesprochen, da die in 
der lebenden Zelle auftretenden Sauerstoffacceptoren (S-H-Kér- 
per?) die Steuerung des hydrolytischen Argininzerfalls iibernehmen. 


6. Damit wire das erste Mal eine Koppelung von oxydativen 
und hydrolytischen Aminosiurespaltungen analog der Pasteur- 
Meyerhof-Reaktion bewiesen. 

7. Die p,-Aktivitétskurve der Tumorarginase aus Miause- 
carcinom zeigt ein Optimum beim Neutralpunkte. 

8. Unter anaeroben Bedingungen (oder unter dem Einflu8 
von S-H-Kérpern) verschiebt sich dieses Optimum und wird mit 
dem der normalen Arginase identisch. 
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9. Durch Schaffung anaerober Reaktionsbedingungen gelingt 
es, die Tumorarginase um 400—600°/, zu aktivieren, im Gegen- 
satz zu normaler Arginase, die dadurch meistens nur um 50°), 
aktiviert wird. 


10. Durch dieses Verhalten der Tumorarginase wird der im 
Tumor zugunsten der Hydrolyse (Glykolyse) verschobene Stoff- 
wechsel auch in bezug seines Argininstoffwechsels demselben T'ypus 
zugeordnet. 


11. Die Histidasespaltung zeigt im Gegensatz zur Arginase- 
spaltung diese charakteristische Aktivierbarkeit unter anaeroben 
Bedingungen nicht. 

12. Arginase ist durch Schwermetalle noch in 3/,,5,, Molaritit 
stark hemmbar. 


Frl. Hermine Stiindt hat uns bei diesen Versuchen in wirk- 
samster Weise unterstiitzt. 





ther 


® (Aus dem 


K 
stellte 
\uergeé 
yorha1 
Straul 
kein ( 

i 
Physo 
worde 
clatte 
carnos 
lie P 
Harn’ 

I 
und J 
bei al 


1 


ia 











Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Eiersticke. 


Von 


D. Trubizin. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstitutes Moskau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1933.) 


Kine Reihe Untersuchungen aus dem hiesigen Laboratorium 
stellte fest, daB das Carnosin einen spezifischen Bestandteil der 
quergestreiften Muskulatur') bildet, aber nicht bei allen Tieren 
vorhanden ist: enthalten doch die Muskeln der Végel [Huhn?), 
StrauB®), Kule, Finken*), Gans5), Truthihne, Tauben, Krihen %)] 
kein Carnosin. 

Unter den Fischen ist das Carnosin bei den Acantopteren, 
Physostomen *), Brassen*), Lachsen, Sardinen®) nachgewiesen 
worden, bei den Anacanthenen aber fehlt das Carnosin.!®) Die 
glatte Muskulatur [Uterus, Magen und Darmmuskulatur'’)] ist auch 
carnosinfrei. Ferner wurde festgestellt, daB die Leber, die Lunge, 
die Plazenta, die Niere, die Milz, das GroBhirn, das Blut, der 
Harn !*), die Milch?%) kein Carnosin enthalten. 

Desto merkwiirdiger erscheint die Behauptung von F. W. Heyl 
und M. C. Hart*), daB die Ejierstécke Carnosin enthalten, wo- 
bel aber die Autoren ihre Behauptung weder durch eine Analyse, 


1) Zusammenfassende Literatur, Diese Z. 158, 28 (1926). 

2) N. Tolkatschewskaja, Diese Z. 185, 28 (1929). 

8) Nach miindlicher Mitteilung von Frl. N. Tolkatschewskaja. 

4) M. Clifford, Biochemic. J. 15, 725 (1921). 

5) D. Ackermann, O. Timpe u. U. Poller, Diese Z. 183, 1 (1929). 

8) F. A. Hoppe-Seyler, W. Linneweh u. F. Linneweh, Diese Z. 
184, 276 (1929). 

”) M. Clifford, Biochemie. J. 15, 725 (1921). 

8) Fr. M. Kuen, Biochem. Z. 189, 60 (1927). 

*) U. Suzuki, K. Joschimura, M. Jamakawa u. I. Crie, Diese Z. 
62, 1 (1909). 10) M. Clifford, Biochemie. J. 15, 725 (1921). 

") Nach miindlicher Mitteilung von Frl. A. Tokarewa +}. 

12) Zusammenfassende Literatur, Diese Z. 158, 28 (1926). 

*) N. Tolkatschewskaja, J.d. Russ. physiko-chem. Ges. 58, 888 (1926). 

4) J. of. biol. Chem. 76, 407 (1927). 
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noch durch die Beschreibung der Kigenschaften des angeblichey 
Carnosins bekriftigen. Es ist aber bekannt, daB die sogenannte 
Carnosinfraktion der Extraktivstoffe (Silber—Barytniederschlag) auger 
Carnosin immer noch eine mitunter erhebliche Menge anderer 
Extraktivstoffe enthalt. Bei allen oben erwihnten Untersuchungen 
verschiedener Organe wurde die Carnosinfraktion erhalten, allein 
enthielt sie kein Carnosin (aufer den quergestreiften Muskeln), 
sondern andere Stoffe. Diese Tatsache veranlaBte mich, dem Vor- 
schlag von Herrn Prof. W1.Gulewitsch folgend, eine Untersuchung 
der stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Kuhovarien zu unter- 
nehmen; es war von groBem Interesse, die Angabe iiber den Car- 
nosinbefund im Hierstock zu priifen, um dadurch festzustellen, ob 
die Ovarien ausnahmsweise im Vergleich zu allen anderen Teilen 
der Tiere Carnosin enthalten oder ob sie in dieser Hinsicht keine 
Ausnahme aufweisen. 

Meine Untersuchung wurde auf folgende Weise durchgefiihrt. 1350 ¢ 
frische Eierstécke wurden in einer Fleischhackmaschine zerkleinert und 
mit Wasser extrahiert. Das Extrakt wurde nach der im hiesigen Labora- 


torium ausgearbeiteten und mehrere Male beschriebenen Methode untersucht. 
Die erhaltenen Resultate sind aus folgender Tabelle ersichtlich. 




















Pbttinen Stickstofigehalt 
in °/, 
1. Eiw wiblieiins ss. +» + © s+ ee @ 0,274 
2. Quecksilbersulfatniederschlag . . . : 0,063 
8. Silberniederschlag, aus der 2. Fraktion erhalten . 0,023 
4, Silber-Barytniederschlag . . ik ee 0,003 
5. Filtrat vom Silber-Barytniederschlag eae N-abwesend 
6. Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag Bi» say 0,073 
7. Ph.-W.-Niederschlag aus dem Filtrat der 2 ’ Fraktion 0,006 
8. Silberniederschlag aus der durch Zersetzung des 
Ph.-W.-Niederschlages erhaltenen sais a ae 0,003 
9. Silber-Barytniederschlag . . R oo 0,010 
10. Filtrat vom Silber-Barytnicderschl: Rs se ee 0,004 
11. Filtrat vom Ph.-W.-Niederschlag . .. . 0,044 


Der St ickstoffgehalt des Silber—Bary choise (4. Fraktion) war so 
gering, da ein Carnosingehalt darin schwer zu vermuten war. 


Um die Natur der stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Ova- 
rien zu untersuchen, wurde eine gréBere Menge genommen. 


Die Eierstécke von frisch geschlachteten Kiihen wurden sorgfiltig ab- 
priipariert und in einer Fleischhackmaschine zerkleinert. 9800 g des erhal- 
tenen Ovarienbreis wurden wiederholt (einmal mit einer doppelten und 
zweimal mit einer 1'/,fachen Menge Wasser) bei 56—60° C mit Wasser 
extrahiert, koliert, die erhaltenen Extrakte unter yorsichtigem Zusatz von 











baal _ a 
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Essigsiure gekocht, die Filtrate eingedampft und mit einer 10°/,igen Queck- 
silbersulfatlésung in 5°/,iger H,SO, gefillt. Der Niederschlag und das 
Filtrat wurden nach der im hiesigen Laboratorium ausgearbeiteten Methode 
untersucht (vgl. oben). 

A. Der Quecksilbersulfatniederschlag wurde abgesaugt, sorgfiiltig 
mit Wasser gewaschen, mit H,S zersetzt, die Fliissigkeit mit Ba(OH), neutra- 
lisiert und mit AgNO, gefillt. Der entstandene Niederschlag war zu gering, 
als daB ein Versuch zur Trennung der darin enthaltenen Purinbasen gemacht 
werden konnte. 


Das Filtrat von diesem Niederschlag wurde mit Silbernitrat 
und Ba(OH), gefillt. Die nach Zersetzung des Silber—Barytnieder- 
schlages mit H,S resultierende Fliissigkeit reagierte nach Ent- 
fernung von Ba alkalisch und war linksdrehend. Die Fliissigkeit 
wurde mit basischem Bleiacetat gefillt, das Filtrat mit H,S zer- 
setzt und mit Phosphorwolframsiure gefillt. Der Ph.-W.-Nieder- 
schlag wurde in gewoéhnlicher Weise zersetzt und die erhaltene 
Flissigkeit bis auf 15 ccm eingeengt. Sie war wiederum links- 
drehend: «,, = — 1,80° (}=1dm). Danach wurde die Fiissig- 
keit mit Kupfercarbonat erwiirmt. Nach Verdunsten der blauen Lésung 
wurde ein kleiner Riickstand erhalten, worin aber keine typischen 
sechsseitigen Tafelchen von Kupfercarnosin nachzuweisen waren. 
Die Abwesenheit dieser Krystalle und die Linksdrehung der Fliissig- 
keit vor ihrer Bearbeitung mit Kupfercarbonat (eine Carnosinlésung 
ist rechtsdrehend) schlieBen die Anwesenheit von Carnosin im Kier- 
stockgewebe aus. 

Aus dem Filtrate vom Silber-Barytniederschlag konnte weder durch 


Fillung mit Wismutjodwasserstoffsiure, noch mit Quecksilberacetat und 
Natriumearbonat etwas isoliert werden. 


B. Das Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschag. Die Fliissig- 
keit wurde von SO,, Hg und NH, befreit und mit 25°/,iger 
AgNO, gefallt, der “erhaltene Niederschlag mit H,S zersetzt, die 
Flissigkeit mit Ba(OH), neutralisiert, bis out’ wenige Kubikzentimeter 
eingedampft und mit einer smmoniakelischen Silbernitratlésung 
gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
unter gelindem Erwiirmen auf dem Wasserbade mit HCl zersetzt. 
Die erhaltene Fliissigkeit wurde i. V. bis zur Trockne eingedampft 
und der Riickstand mit NH,OH ausgezogen. Es hinterblieb ein 
geringer Riickstand, der in einer 3,3°/,igen NaOQH-Lésung gelést 
und wieder mit einem Essigsiurciiberschu8 gefillt wurde. Der 
so erhaltene Niederschlag war in 0,2°/,iger HCl léslich und zeigte 
die Guaninreaktionen mit Natriumpikrat und mit K,Fe(CN),; in 
NH,OH war die Substanz unldslich. Somit war der Befund von 
Guanin erwiesen. 











Leider konnten die iibrigen Purinbasen nicht isoliert werden, da dic 
Menge des Niederschlags zu gering war. Aus dem Filtrate vom Silber- 
niederschlag wurden Ag und NH, entfernt und dann ein Silber—Barytnieder- 
schlag erzeugt, woraus aber eine bestimmte Substanz zu isolieren nicht 
gelungen ist. Aus dem Filtrate von diesem Niederschlag wurden ein Wis- 
mutjodidniederschlag und ein Filtrat davon auf die tibliche Weise erhalten. 
Aus dem letzteren ist es auch nicht gelungen, irgendeine bestimmte Sub- 
stanz zu isolieren. 

Der Wismutjodidniederschlag wurde mit Pb(OH), zerrieben 
und die abfiltrierte Lésung mit H,S zersetzt. Das so erhaltene 
Filtrat reagierte alkalisch. Die Fliissigkeit wurde i. V. eingedampft, 
der Riickstand mit Alkohol extrahiert und wieder i. V. eingedampft. 
Diese Bearbeitung wurde dreimal wiederholt. Die erhaltene 
trockene Substanz wurde mit absolutem Alkohol extrahiert und 
mit alkoholischer Platinchloridwasserstoffsiure gefillt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, mit absolutem Alkohol gewaschen und im Exsik- 
kator getrocknet. Das Gewicht der Trockensubstanz betrug 1,2 ¢g. 
Aus der konzentrierten, heiBen, wifSrigen Liésung der Substanz 
schied sich beim Erkalten ein Niederschlag aus, der, wie es die 
mikroskopische Untersuchung zeigte, aus verschiedenartigen Kry- 
stallen bestand: 1. aus typischen Krystallen von Ammoniumplatin- 
chlorid, 2. aus kleinen, sechsseitigen Tiifelchen, die gegeniiber dem 
polarisierten Licht inaktiv waren und den Krystallen von 
Methylaminplatinchlorid gleichen und 3. aus typischen Krystallen 
von Cholinplatinchlorid. Die soeben auf dem Objekttriger ent- 
standenen Krystalle dieser Substanz erwiesen sich als quer- 
geschnittene lange Tafeln mit paralleler Ausléschung, + Liinge 
nach. Einige Minuten spiter gingen diese Krystalle in die zweite 
Modifikation iiber: breite rhomboidale Tafelchen, die sich schief 
gegen die lange Kante der ersten Modifikation lagerten. Die 
Ausléschungsrichtung dieser Modifikation bildete 16° mit der 
lingeren Kante des neuen Tiifelchens, der niher der Achse der 
gréBeren Elastizitit lag. 


Ks sei mir erlaubt, an dieser Stelle meinen innigsten 
Dank Herrn Prof. Wl. Gulewitsch fir seine stindige Hilfe bei 
meiner Arbeit und fiir die von ihm durchgefihrte mikrokrystallo- 
graphische Untersuchung des Cholinplatinchlorids auszusprechen. 
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Uber die Beziehungen zwischen Carotin (Vitamin A) 
und Thyroxin. 
Von 


I. Abelin, Bern. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1933.) 


Kin Blick auf die neuere medizinische, chemische und all- 
gemein biologische Literatur liBt erkennen, dab zwei Forschungs- 
sebiete besonderes Interesse beanspruchen — das der Hormone 
und der Vitamine. Wihrend aber bis vor kurzem die Bearbeitung 
beider Probleme getrennt und unabhingig erfolgte, tritt in 
neuester Zeit eine deutliche Verschmelzung beider Fragestellungen 
in Erscheinung. Es zeigt sich immer deutlicher, daB die funda- 
mentalen Lebensvorginge, wie Wachstum, Entwicklung, Fort- 
pilanzung, Resorption, Nihrstoffverarbeitung u. a. einer Mitarbeit 
sowohl der Hormone wie der Vitamine bediirfen. In einigen Fillen 
kénnen diese beiden Regulatoren sogar ihnliche Aufgaben erfiillen, 
wodurch ihre nahe Verwandtschaft noch deutlicher beleuchtet wird. 
Sowohl die Hormone wie die Vitamine sind in relativ groBber An- 
zahl vertreten. Dementsprechend ist auch die Gelegenheit zur 
Uberkreuzung ihrer Wirkungen eine sehr mannigfache und umfang- 
reiche. Das naihere Studium dieser Wechselbeziehungen kann aber 
nur dann erfolgreich sein, wenn klar umschriebene und leicht 
feststellbare Wirkungen ausgesucht werden und wenn ferner nach 
Méglichkeit Reinsubstanzen zur Verwendung kommen. In dieser 
Beziehung bietet das zuerst von H.v. Kuler und E. Klussmann!) 
untersuchte Zusammenwirken von Thyroxin und Carotin giinstige 
Aussichten. Beide Substanzen liegen in chemisch reiner Form 
vor und beide beeinflussen in ziemlich spezifischer Weise gewisse 
physiologische Vorgiinge. Carotin und Thyroxin weisen auch insofern 
gewisse gegenseitige Beziehungen auf, als sie beide wahrschein- 
lich als Vorstufen vorliegen und erst von der Zelle selbst in die 
aktiven Formen iibergefiihrt werden. 


1) H.v. Euler u. E. Klussmann, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, 20 
(1932); Diese Z. 218, 21 (1932). 
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Die Forschungen von H. vy. Euler und P. Karrer?) haben im 
Jarotin die Ausgangssubstanz des A-Vitamins erkennen lassen 
und nach den vielfach bestitigten Angaben von Th. Moore?) er- 
folgt die Umwandlung des Carotins in das A-Vitamin hauptsiichlich 
in der Leber und zwar erliegt sowohl das a@- wie das #-Carotin der 
Umwandlung.*) Wihrend die chemischen Beziehungen zwischen dem 
Vitamin A und dem Carotin durch die von Karrer‘) festgelegten 
Konstitutionsformeln genau bekannt sind, konnte der Mechanismus 
dieses chemischen Umbaues noch nicht genau erfaBt werden. Carotin 
besitzt bekanntlich 40 C-Atome, wiihrend das Vitamin A 20 C-Atome 
enthalt. Ob die Spaltung in der Mitte der Polyenkette oxydatiy 
erfolgt, ist noch unentschieden. Ein chemischer Umbau des Caro- 
tins ist vermutlich die Vorbedingung fiir dessen Aktivitit. Damit 
ist ein wichtiger Stoffwechselvorgang an einem weit verbreiteten 
Naturprodukt aufgedeckt und die langjihrigen Untersuchungen 
von KE. Biirgi®) iiber die Pflanzenfarbstoffe erscheinen nun in einem 
neuen Lichte. 


Wie erwihnt, tritt als Hauptstiitte der Carotinverarbeitung 
die Leber auf. Die Leber ist aber auch einer der Hauptorte der 
Thyroxinwirkung, indem die Vorgiinge in der Leberzelle iiber viele 
qualitative und quantitative Wirkungen des Schilddriisenhormons 
entscheiden. Aus diesem Grunde wurde in vorliegender Unter- 
suchung der Verfolgung des Carotinumsatzes in der Leber be- 
sondere Aufmerksamkeit geschenkt. Es sollte vorerst gepriift 
werden, ob bei der Umbildung des Carotins in das A-Vitamin das 
Schilddriisenhormon mitbeteiligt ist und speziell, ob ein Uberschub 
von Thyroxin diese Umwardlung férdert oder hemmt. Die Analogie 
mit anderen Wirkungen eines Schilddriiseniiberschusses durfte eine 
Hemmung dieser Reaktion erwarten lassen, denn erfahrungsgemiil 
vermag die hyperthyreoidisierte Leber weder Glykogen zu bilden, 
noch Fett, Lipoide, Kreatin—Kreatinin und manche andere Stoffe 
in geniigender Menge abzulagern bzw. umzuiindern. Bei Durch- 





1) Vgl. H. v. Euler, Erg. d. Physiol. 34, 360 (1932). 

?) Th. Moore, Lancet 219, 143 (1929). Biochemic. J. 24, 692 (1930). 

8) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 213, 1 (1932). — Karrer, 
Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, 15 (1931). — Kuhnu. 
Lederer, Naturw. 19, 306 (1931), — Kuhn u. Brockmann, Ber. chem. 
Ges. 64, 1859 (1931). 

*) Vgl. Karrer, Erg. d. Physiol. 34, 812 (1932). 

5) E. Biirgi, Korrespondenzblatt f. Schweiz. Arzte 15 (1916); Das 
Chlorophyll. Georg Thieme, Leipzig 1932. 
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sicht der Tab. 1 der Arbeit von H. v. Euler und E. Klussmann 
ja. a. O. S. 28) fallt tatsachlich auf, da die mit Carotin behan- 
delten Ratten an Kérpergewicht dauernd zunahmen und reichlich 
Fett enthielten (4,5°/, der Kérpermasse), wihrend die mit Caro- 
tin und Thyroxin gefiitterten Tiere auBer dem Gewichtsverlust 
betrichtliche Abnahmen an Kérperfett aufweisen (durchschnittlich 
2,25°/, der Kérpermasse). Schon dieses deutete auf eine gewisse 
Stérung des mit dem Fett so eng verkniipften A-Vitaminhaushaltes 
der Leber. Tatsiichlich geht ein hemmender EinfluB des Thyroxins 
auf die Ablagerung bzw. die Umwandlung des Carotins aus den 
Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung ganz deutlich hervor. 

Zu den Versuchen wurden junge und iltere Meerschweinchen 
benutzt. Dieselben wurden zuerst auf eine carotinarme Nahrung 
cesetzt. Dabei nahm der Carotin- bzw. A-Vitaminvorrat der Leber 
ab. So hatte die Leber des Kontrolltieres 1 der nachfolgenden 
Tabelle 92,8 Blauwert und 27,5 Gelbwert (Carr-Price-Reaktion). 
Durch intraperitoneale Zufuhr von 10 bis 25 y kolloidalem Caro- 
tin lieB sich eine weitere Abnahme der Carotin- bzw. A-Vitamin- 
vorrite der Leber verhiiten (Blauwerte: 62,5; 125 und 175; 
Gelbwerte: 42,5; 72,5 und 56; vgl. die Tiere NN 16, 11 und 2). 
Diese Ablagerungen in der Leber werden aber fast restlos (mit 
einer Ausnahme) unterdriickt, wenn die Tiere neben dem Carotin 
auch kleinste Mengen von Thyroxin (10 bis 25 y Thyroxin pro 
Tier und Tag) erhalten. Es darf somit angenommen werden, daf 
die Leber des hyperthyreoidisierten Meerschweinchens nicht nur 
kein Glykogen und kein Fett, sondern auch kein Carotin bzw. kein 
A-Vitamin zu stapeln vermag. 

Der groBe A-Vitaminvorrat der normalen Leber ist wahr- 
scheinlich fiir die zahlreichen, sich hier abspielenden chemischen 
Vorginge von Bedeutung. Der hyperthyreoidisierte Organismus 
verfiigt aber iiber keine A-Vitaminreserven in der Leber. Dieses 
Verschwinden des A-Vitamins aus der Leberzelle bedeutet eine 
veitere Stérung im Ablauf des hyperthyreotischen Stoffwechsels. 
Auch die Wachstumshemmung des Thyroxins kann in einer ihn- 
lichen Verdringung des Carotins bzw. A-Vitamins eine teilweise 
Erklirung finden. 

; Die Meerschweinchen wurden mit folgender Nahrungsmischung ge- 
ittert: 


Schwarzer Hafer . . . 80Teile Ca-Carbonat. ... . 8 Teile 
Weizenkleie . . .. . 80Teile NaCl ....... 2 Teile 
Casein 8 Teile 
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AuBerdem erhielt jedes Tier pro Tag 3 cem eines frisch hergestellten, 
neutralisierten Citronensaftes. Dieses Futtergemisch bewdhrte sich in friiheren 
Versuchen von Herrn Dr. Simola und wurde auf seine Empfehlung hin 
auch hier benutzt. Dasselbe scheint den Nahrungsbediirfnissen des Meer- 
schweinchens mehr oder weniger zu entsprechen, denn eine erhebliche An- 
zahl yon Tieren hat wihrend der Fiitterungszeit an Gewicht zugenommen und 
bei den mit kleinen Thyroxinmengen behandelten Meerschweinchen NN 14 
a und 15 stieg das Korpergewicht etwas an. Auf jeden Fall kann der Verlust 

des Carotin- bzw. A-Vitamins aus der Leber nicht etwa als Folge eines 
Hungerzustandes betrachtet werden. Vielmehr stellt er eine spezifische Folge 
der Thyroxinwirkung dar. 


Versuche in vitro. 


Lésungen von Carotin aindern beim Stehen an der Luft ihre 
Farbe; der gelbe Ton nimmt an Intensitit ab. Dieser Farbwechsel 
vollzieht sich in einer Carotinlésung, die zugleich noch Thyroxin 
enthilt, deutlich langsamer. Auf diese Beobachtung haben bereits 
H. vy. Euler und E. Klussmann (a. a. O. S. 28) hingewiesen. 
Diese einfache Farbainderung kénnte auf gewisse chemische Um- 
setzungen zwischen dem Carotin und dem Thyroxin hindeuten. 
- Da es auf Grund der Angaben von I. P. Leland und G. L. Fo- 
ster!) neuerdings méglich geworden ist, selbst kleine Mengen von 
Thyroxin mit geniigender Genauigkeit zu ermitteln, wurden fol- 
gende orientierende Versuche angestellt. Kolloidale Lésungen von 
Carotin wurden mit wechselnden Mengen von Thyroxin versetzt, 
in dem Brutofen bei Luftzutritt aufbewahrt und von Zeit zu Zeit 
der Thyroxingehalt des Gemisches festgestellt. Zur Kontrolle 
- wurden gleich konzentrierte Lésungen von Thyroxin unter ihn- 
lichen Bedingungen stehen gelassen. In 4 von 5 Fallen konnte 
in Gemischen aus Carotin und Thyroxin ein teilweises Verschwin- 
den des Thyroxins festgestellt werden. Die Abnahme des Thyroxins 
hetrug rund 19°/,. Nur in einem Falle konnte trotz einer 5 tiigigen 
Aufbewahrung der Carotin—Thyroxinlésung keine Veriinderung des 
Thyroxingehaltes festgestellt werden. Die Thyroxinabnahme betrug 
hier 1,2°/, und fallt somit nicht in Betracht. Diese Befunde 
machen eine gegenseitige chemische Beeinflussung des Carotins 
und Thyroxins wahrscheinlich und regen zur weiteren Verfolgung 
des Problems an. 
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Tabelle 2. 


Anderungen des Thyroxingehaltes 
beim Aufbewahren von Carotin—Thyroxinlésungen. 























Nummer des | wabrung der Caro. | Berechnet | Gefunden | Feblt 
Versuches | tin—Thyroxinlésung 1yroxinjod | Thyroxinjod Thyroxinjod 

in Stunden Y Y me le 

x 66 767,39 639,62 — 16,6 

2. 24 706,55 588,08 — 16,6 

3 48 167,39 539,43 — 29,7 

4, 120 767,39 650,48 —15,6 

[5. 120 767,39 758,12 — 1,2) 

Zusammenfassung. 
1. Die Leber von hyperthyreoidisierten Tieren vermag eine 

Anzahl lebenswichtiger Stoffe, wie Glykogen, Fette, Lipoide, Wasser, Me 
Kreatin—Kreatinin und andere entweder itiberhaupt nicht (Glykogen), wol 
oder nur in ungeniigender Menge abzulagern. Versuche an Meer- Tw 
schweinchen zeigten, daB durch einen Uberschu8 von Thyroxin bed 
die Ablagerung des Carotins oder dessen event. Umbildung in Ww0l 
A-Vitamin ebenfalls gehemmt oder vollstiindig unterdriickt wird. als 
Die Wachstumshemmung des Thyroxins kénnte dadurch teilweise Tul 
erklirt werden. unt 
2. Durch Modellversuche konnte eine chemische Umsetzung sie! 
zwischen Carotin und Thyroxin wahrscheinlich gemacht werden. Aw 
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Uber die Lipoide des Bacillus Calmette-Guérin (BCG).") 


Von 
Erwin Chargaff. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1933.) 


Allgemeiner Teil. 

Seit etwa 30 Jahren hat man sich immer wieder bemiiht, 
Methoden zur Schutzimpfung gegen Tuberkulose aufzufinden }), 
wobei man entweder vom Tuberkulin oder von Extrakten von 
Tuberkelbazillen Gebrauch machte oder sich lebender Bazillen 
hediente, die auf verschiedene Weise in ihrer Virulenz abgeschwicht 
worden waren. Der erste groBziigige und von vielen Forschern 
als gelungen angesehene Versuch, im Menschen Immunitiit gegen 
Tuberkulose hervorzurufen, wurde von A.Calmette und C.Guérin 
unternommen.”) [hr Verfahren besteht darin, daB den zu immuni- 
sierenden Kindern wihrend der ersten 10 Tage nach der Geburt 
Aufschwemmungen einer bestimmten Bakterienart peroral ver- 
abreicht werden. Die dazu verwendeten Mikroorganismen sind 
die sog. Calmette-Guérin-Bazillen (BCG).’) Dieser Bakterien- 
stamm wurde aus virulenten Tuberkelbakterien des bovinen 'l'ypus 
gewonnen, die durch 13 Jahre auf einem besonderen Nihrboden 
(Ochsengalle—Glycerinkartoffel) weitergeziichtet wurden. Nach dieser 
Zeit hatten sie ihre Virulenz und die Fahigkeit, Tuberkeln hervor- 
zuruten, verloren. 

Was eine chemische Untersuchung des BCG und insbesondere 
seiner Lipoide nahelegte, war der Umstand, daf dieser iiberaus 
lipoidreiche Mikroorganismus einerseits imstande sein sollte, Immu- 
nitiit zu bewirken, andererseits jedoch fast kein tuberkuléses Ge- 





*) 4. Mitteilung zur Chemie der Bakterien. — 3. Mitteilung: E. Char- 
gaff u. J. Dieryck, Biochem. Z. 255, 319 (1932). 

1) Eine Ubersicht iiber die zahlreichen, meistens fehlgeschlagenen 
Versuche findet sich bei A. Calmette, Die Schutzimpfung gegen Tuber- 
kulose mit ,,BCG“, Leipzig 1928, S. 7—43. 

3) A. Calmette, a.a.0., S.47ff  %) A. Calmette, a.a.0O., S. 105ff. 
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webe hervorrief. Nun wurden in den letzten Jahren yoy 
F’, R. Sabin und Mitarbeitern‘) zahlreiche biologische Versuche 
mit den von R.J.Anderson, E.Chargaff, E.G. Roberts wu. a,‘ 
aus den Menschen- und Rindertuberkelbakterien hergestellten Ver- 
bindungen ausgefiihrt, wobei sich zeigte, daB die fiir die Ent- 
stehung tuberkulésen Gewebes verantwortlichen Faktoren aus. 
schlieBlich in den Lipoidfraktionen (Fett, Wachs, Phosphatid) 
enthalten sind. Es war daher nicht ohne Interesse, die Lipoide 
der Calmette-Guérin-Bazillen niiher zu untersuchen, weil eine 
derartige Untersuchung manche Aufschliisse iiber die Chemie der 
immunisierenden Wirkung erhoffen lieB. Solche Arbeiten lassen 
sich infolge der iiberaus schwierigen Materialbeschaffung ohne 
groBen Aufwand nur mit Hilfe von Mikromethoden ausfiihren, 
Die vorliegende Untersuchung stellt einen Versuch vor, eine bak- 
terienchemische Studie méglichst weitgehend unter Anwendung 
einer Mikromethodik durchzufiihren. 

Im Gegensatz zu den zahlreichen Arbeiten iiber die bio- 
logischen und morphologischen Eigenschaften des BCG ist die 
Literatur iiber seine chemische Zusammensetzung sehr spirlich. 
A. Berthelot und G. Amoureux®) extrahierten die Bakterien 
mit Alkohol und fanden einen Lipoidgehalt von 21,7°/, der 
Trockenbakterien. Die von ihnen mitgeteilten Kennzahlen der 
Substanz (Verseifungszahl, Jodzahl, Stickstoff- und Phosphorgehalt| 
lassen erkennen, daB sie mit einem Gemenge von Fett, Wachs 
und Phosphatid arbeiteten. Uber die chemische Zusammensetzung 
ihres Priparates machen sie keine naiheren Angaben. Die Unter- 
suchung von F. B. Cooper’) befaBt sich nicht mit der Chemie 
des BCG selbst, sondern mit den beiden in Virulenz und morpho- 
logischen Kigenschaften voneinander abweichenden Formen, die 
S. A. Petroff*) beschrieben hat. Die virulente S-Form enthilt 
11,6°/,, die nicht virulente R-Form 23,4°/, atherléslicher Lipoide. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde zur Trennung der 
Lipoide in die einzelnen Fraktionen das von R. J. Anderson’) 
fiir die Menschentuberkelbakterien ausgearbeitete Extraktions- 


*) Physiol. Rev. 12, 141 (1932). 

5) Vgl. die Zusammenfassungen von R.J. Anderson, Physiol. Rev. 
12, 166 (1932) und E. Chargaff, Naturwiss. 19, 202 (1931). 

® Ann. Inst. Pasteur 42, Suppl., 107 (1928). 

*) J. of biol. Chem. 88, 485 (1930). 

8) §. A. Petroff, Wm. Stenken jun. u. E.H.Schnieder, Beitr. Klin. 
Tbk. 74, 499 (1930). 
% J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 
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yerfahren angewendet, welches sich bereits bei zahlreichen Mikro- 
organismen als sehr gut verwendbar erwiesen hat. Die Ergeb- 
nisse der Fraktionierung der Calmette-Guérin-Bazillen sind in 
Tab. 1 wiedergegeben und mit der Verteilung der entsprechenden 
Fraktionen?°) in den Rinder- und Menschentuberkelbakterien ver- 
clichen. 


Tabelle 1. 


Lipoide der Calmette-Guérin-, Rinder- und Menschentuberkelbakterien 
in Prozenten der Gesamtbakterien. 








Bakterien 








Fraktion BCG Rinder- | Menschen- 

tuberkel- | tuberkel- 
Aceton-lésliches Fett. ...... | 9,7 7,5 | 4,6 
Aceton-unlésliches Phosphatid . . | 4,6 4,4 1,3 
Chloroform-lésliches Wachs ...j| 11,1 | 4,0 | 6,1 
Gesamtlipoide. ......... 25,4 15,9 12,0 
Polysaccharide ......... | 05 | 0,3 | 0,6 
Bakterienriickstand ....... | 14,1 83,8 | 87,4 


Wie Tab. 1 zeigt, ist der BCG iiberaus reich an Lipoiden, 
wobei er sich rein tiuBerlich von den ihm nahestehenden viru- 
lenten Rindertuberkelbakterien hauptsichlich durch seinen héheren 
Wachsgehalt unterscheidet. 

Die fiir das acetonlésliche Fett bestimmten Konstanten 
sind in Tab. 2 enthalten. Sie sind von den friher fiir andere 
reine Tuberkelbazillenfette ermittelten Werten!!) nicht sehr ver- 
schieden. 

Tabelle 2. 


Kennzahlen des Fettes der Calmette-Guérin-Bazillen. 


| a a a a 41° 
_ eae ere 220,8 
ae # e+ 6 ek ee 8 ee 78,8 
nS <6 46 * bk * © we ee 142,0 
EN bo. we Ae ake 8 we we 40,7 


Zur weiteren Untersuchung wurde das Fett mit alkoholischer 
Kalilauge verseift. Dabei erwies es sich — ebenso wie die 





10) Die Werte fiir die Rinder- und Menschentuberkelbakterien sind 
einer Arbeit von E. Chargaff u. J. Dieryck [Biochem. Z, 255, 319 (1932)] 
entnommen, in welcher unter genau gleichen Bedingungen behandelte viru- 
lente Tuberkelbazillen mit BCG verglichen werden. 

") Vgl. Physiol. Rev. 12, 166 und zwar 177 (1932). 
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anderen friiher untersuchten Tuberkelbazillenfette "7 — nur zum 
Teil als ein echtes Glycerid, zum Teil jedoch als eine Verbindung 
von Fettsiuren mit Kohlehydraten. i, Allerdings erscheint es 
wahrscheinlich, daB das BCG-Fett in einem héheren Masse als 
die anderen Bakterienfotte aus Glyceriden besteht. — Die un- 
verseifbaren Anteile des Fettes bestehen aus hoch ungesittigten 
Substanzen, enthalten jedoch keine Sterine. Es ist bemerkens- 
wert, daf Sterine in pathogenen Bakterien tiberhaupt noch nicht 
aufgefunden worden sind, ganz im Gegensatz zu ihrer sonstigen 
weiten Verbreitung in der Natur und ihrer biologischen Wichtigkeit, 

Die Trennung der im Fette enthaltenen Fettsiuren in feste 
und fliissige Siuren erfolgte auf Grund der verschiedenen Lislich- 
keit ihrer Bleisalze in Ather’) bzw. in Alkohol.) Die festen 
Fettsiiuren bestehen, wie die fraktionierte Destillation ihrer 
Methylester im MHochvakuum ergab, aus Palmitinsiure 
C,,H,,O, und Cerotinsiure C,,H.,0,, wobei erstere gewichts- 
maBig iberwiegt. 

Wie bereits in friiheren Untersuchungen gezeigt wurde, ent- 
halten die Lipoide der Tuberkelbazillen und verwandter Bak- 
terien neben den in allen natiirlichen Fetten vorkommenden ge- 
sittigten und ungesittigten Fettsiiuren eine Reihe von gesiittigten 
fliissigen Fettsiuren von hohem Molekulargewicht. Die Haupt- 
menge bilden Tuberkulostearinsiiure C,,H,,0, und Phthionsiiure 
C,,H;,0,.%) Die Abtrennung dieser Verbindungen von den sie 
begleitenden ungesittigten fliissigen Siuren erfolgt gewéhnlich 
durch katalytische Hydrierung der letzteren zu gesittigten Siuren, 

12) a) R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703 und 
zwar S. 705f. (1929). — b) Diese Z. 191, 157 und zwar S. 161 11930). — 
c) Ebenda 191, 172 (1930). 

'8) Es sei hier darauf hingewiesen, daB die Fette der verschiedenen 
Stiimme von Tuberkelbakterien das erste Beispiel dafiir zu sein scheinen, 
daf fettihnliche Lipoidverbindungen grofenteils aus Zuckerfetten be- 
stehen kénnen, d. h. aus Substanzen, in denen die Fettsiuren mit Poly- 
sacchariden verestert sind, welche hier die Stelle des Glycerins einnehmen. 
Es ist tiberhaupt wahrscheinlich, daf eine verfeinerte Methodik auch in 
anderen Fiillen die Auffindung von Zuckerfetten erméglichen wird. Die 
Tatsache, da8 in den natiirlichen Fetten nicht nur Ester des Glycerin, 
sondern auch anderer héherer Alkohole und Zucker vorliegen kénnen, 
kénnte geeignet sein, manche Probleme des Zucker- und Fettstoffwechsels 
in der Natur in neuer Beleuchtung erscheinen zu lassen. 

_ F. Varrentrapp, Liebigs Ann. 35. 196 (1840). 

5) E. Twitchell, J. of Ind. Eng. Chem. 138, 806 (1921). 

% R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703 (1929); 
$5, 77 (1929). 














Uber die Lipoide des Bacillus Calmette-Guérin (BCG). 119 


die dann auf Grund der Unldslichkeit ihrer Bleisalze in Ather 
abgeschieden werden. Nun hat es sich gezeigt, daB sich der 
katalytischen Hydrierung dieser Fettsiiuregemische groBbe Hinder- 
nisse entgegenstellen (vgl. FuBnote 12b, S. 159, 166), da sie an- 
scheinend Substanzen enthalten, die den Platin- oder Palla- 
diumkatalysator schnell inaktivieren, so daf der Katalysator 
sehr hiufig erneuert werden muB. Diese auch im Falle des 
BCG-Fettsiiuregemisches auftretende Schwierigkeit konnte dadurch 
beseitigt werden, daB das Gemenge der fliissigen Fettsiiuren in 
Petrolitherlésung bromiert wurde, wobei sich eine kleine Menge 
eines in Petroliither unléslichen bromhaltigen Ols abschied. (Der 
Umstand, da sich keine festen Bromide abschieden, schlieBt die 
Anwesenheit von Linolensiure aus.) Die Anwendung der Brom- 
estermethode?"), welche die Trennung der Ester der fliissigen ge- 
sittigten Sduren von denen der Bromfettsiiuren durch fraktionierte 
Destillation gestatten sollte, erwies sich in diesem Falle als un- 
méglich, da infolge ungiinstiger Lage der betreffenden Siedepunkte 


schon die ersten iibergehenden Fraktionen Brom — wenn auch 
nur in Spuren — enthielten. Jedoch zeigte es sich, daf durch 


die Bromierung die Substanzen, die den Platinkatalysator ver- 
gifteten, entfernt worden waren (anscheinend als in Petrolither 
unlisliches Ol). Denn die katalytische Hydrierung der entbromten 
Kster ging jetzt glatt vonstatten. 

Als Reduktionsprodukt wurde fast ausschlieBlich Stearinsiiure 
U,,H,,0, erhalten. Aus den Jodzahlen und der Stearinsiure- 
menge kann berechnet werden, daf die im BCG-Fett enthaltenen 
ungesiittigten Fettsiiuren fast nur aus Olsiure C,,H,,0, bestehen. 

Ktwa 9°/, des Fettes bestehen aus den friiher erwihnten 
hdhermolekularen gesiittigten fliissigen Fettsiuren. (Der 
eigentliche Gehalt diirfte etwas héher sein, da bei den zahlreichen 
Operationen, die mit so kleinen Mengen ausgefiihrt wurden, Ver- 
luste sich nicht ganz vermeiden lassen.) Das durch Titration 
hestimmte Aquivalentgewicht des Siiuregemisches entspricht einer 
Formel mit 25 C-Atomen. Es darf daher als sehr wahrschein- 
lich angenommen werden, daS auch die Calmette-Guérin-Bak- 
terien Phthionsiiure C,,H,.O, oder ein Isomeres enthalten und 
daneben eine kleine Menge einer fliissigen Fettsiure von etwas 
niedrigerem Molekulargewicht. Die Verhiiltnisse liegen also hier ganz 
ihnlich wie bei den anderen untersuchten Tuberkelbazillenfetten. 





1”) A.Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin 1925, Bd. I, 223 ff. 
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Vom Phosphatid des BCG standen nur 510 mg zur Ver- 
fiigung. Wie auch die anderen Phosphatide sdurefester Bakterien 
enthilt das BCG-Phosphatid Phosphor und Stickstoff, und zwar 
im Verhiltnis 1,8:1. Es ist bemerkenswert, wie sehr die Phos- 
phor—Stickstoffquotienten der auf gleiche Weise aus verschiedenen 
Bakterientypen isolierten Phosphatide schwanken. In Tab. 3 sind 
die bisher erhaltenen Resultate zusammengestellt. 


Tabelle 3. 


Verhiltnis P: N in den Phosphatiden von Stimmen 
der Sane. 




















Bakterienty pe PsN 
Menschentuberkelbakterien "*) 5 ce Oe 2,9: 1 
Vogeltuberkelbakterien) . . . .. . 2,0:1 
Higaattaheabidbekinrion a « <4 eS 0,8:1 
BCG ... a ae 1,8:1 
Timotheegrasbakterien*) a 5,8: 1 
Smegmabakterien?’) . . aS 2,9:1 
Schildkrotentuberkelbakterien 22) jf ee 8,7:1 


Irgendeine RegelmiBigkeit ist demnach nicht feststellbar. Man 
kann sich vielleicht ein Bild yon dem Aufbau dieser Bakterien- 
phosphatide machen, wenn man annimmt, daf in ihnen die Fett- 
siuren mit phosphorylierten Polysacchariden bzw. mit Glycerin- 
phosphorsiure verestert sind, wobei die freien Wasserstoffatome 
der Phosphorsiure zum Teil durch Ammonium ersetzt sind. Mit 
dieser Annahme steht in Einklang, daB organische stickstoffhaltige 
Verbindungen aus den Bakterienphosphatiden bis jetzt nicht isoliert 
worden sind und da — nach einer Beobachtung Andersons") 
— durch Alkalien aus dem Phosphatid der Menschentuberkel- 
bakterien fast die gesamte Stickstoffmenge als Ammoniak ab- 
geschieden wird. 

Durch Hydrolyse des Phosphatids mit alkoholischer Salzsiure 
wurden die Athylester der Fettsiiuren erhalten. Sie hatten eine 
Jodzahl von nur 7,3, enthielten also fast keine ungesittigten 
Siuren. Auch das Phosphatid der Rindertuberkelbakterien enthiilt 
nur geringe Mengen ungesittigter Siiuren.?°) Die Fraktionierung 





18) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 74, 587 (1927). 

1%) R. J. Anderson u. E. G. Roberts, J. of biol. Chem. 85, 519 (1930). 

2) R. J. Andersonu. E. G. Roberts, J. of biol. Chem. 89, 599 (1930). 

21) E. Chargaff, M. C. Pangborn u. R. J. Anderson, J. of biol. 
Chem. 90, 45 (1931). 

22) E. Chargaff, Diese Z. 201, 198 (1931). 
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der Fettsiureithylester im Hochvakuum ergab, dai Palmitin- 
siure C,,H,,0, den Hauptbestandteil der gesittigten Fettsiuren 
pildet. Die fliissigen Fettsiuren mit dem Aquivalentgewicht 
321,8 entsprechen dem Gemenge von fliissigen Fettsiiuren (Tuber- 
kulostearin-, Phthionsiiure usw.), wie es auch aus den anderen 
Bakterienphosphatiden isoliert wurde. 

Die wasserléslichen Spaltprodukte des Phosphatids enthalten 
reduzierende Zucker, deren einer wahrscheinlich Mannose ist. 

Das in Alkohol—Ather unlisliche, in Chloroform ldsliche 
Wachs, eine fast P- und N-freie Substanz, wurde durch alka- 
lische Hydrolyse in die 3 Hauptgruppen der wasserlislichen Ver- 
hindungen, der Fettsiuren und des ,,Unverseifbaren“ zerlegt. Die 
wasserléslichen Verbindungen bestehen aus nicht reduzierenden 
Polysacchariden, die durch verdiinnte Siiuren in reduzierende 
Zucker gespalten werden. Diese enthalten Pentosen; Ketosen 
sind nicht vorhanden. 

Die durch Hochvakuumdestillation der Methylester getrennten 
festen Fettsiuren des Wachses bestehen aus einer gréferen Menge 
Palmitinsiure C,,H,,0, neben einer kleineren Menge Cerotin- 
siure C,,H,,O,. Dazwischen liegende Fettsiuren sind anscheinend 
nicht anwesend. Die nur in geringer Menge vorhandenen fliissigen 
Fettsiiuren haben ein Aquivalentgewicht von 326,0 und die Jod- 
zahl 42,0, enthalten demnach zum Teil gesiittigte fliissige Siuren 
von einem bei etwa C,, liegenden mittleren Molekulargewicht. 

Kin groBer Teil — etwa ein Drittel — des BCG-Wachses 
besteht aus der als ,uunverseifbare Fraktion“ bezeichneten 
Substanz. Diese Verbindung ist die einzige aus den Calmette- 
Guérin-Bazillen isolierte Substanz, die die fiir die ganze Gruppe 
der Tuberkelbakterien charakteristische Eigenschaft der Siure- 
festigkeit noch besitzt, d.h. der Fihigkeit, gewisse Farbstoffe 
hartniickig festzuhalten und auch bei der Behandlung mit siiure- 
haltigem Alkohol die Farbung nicht zu verlieren. Eine analoge 
Substanz wurde von Anderson*%) aus dem Wachs der Menschen- 
tuberkelbakterien isoliert und als ,unverseifbares Wachs“ beschrie- 
ben. Die aus dem BCG-Wachs gewonnene Substanz weist — 
mit jenem Kérper verglichen — neben manchen Ahnlichkeiten 
auch Unterschiede auf, iiber die noch weiter unten gesprochen 
werden soll. Sie ist eine hochmolekulare Verbindung von zugleich 
alkoholischem und Siiurecharakter. Ihr Kaliumsalz ist in Benzol 





*3) R. J. Anderson, J. of biol. Chem. 83, 505; 85, 339, 351 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. 9 
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und warmem Ather léslich. Nach hiiufigem Umlésen aus Ather- 
Aceton, wobei sie in Form mikroskopisch kleiner regelmiBiger 
Kiigelchen erhalten wird, hat die Substanz den Schmelzp. 63—65° 
Die Titration mit alkoholischem KOH ergibt ein Molekulargewicht 
von etwa 770. Auch die Resultate der C- und H-Bestimmung 
sind mit der Formel C,,H,,,0, (Mol.-Gew. 776,8) vereinbar. Die 
Mikro-Molekulargewichtsbestimmung nach Rast-Pregl*4) ergab, 
offenbar infolge teilweiser Zersetzung der Substanz durch die hole 
Temperatur, den tiefer liegenden Wert 707, der aber immerhin 
auch auf dieselbe GréBenordnung des Molekulargewichts hindeutet. 


Die Bestimmung des aktiven Wasserstoffes nach Zerewitinoff 


ergab das Vorliegen von zwei aktiven Wasserstoffatomen. Demnach 
kiime dem ,,unverseifbaren“ Anteil des BCG-Wachses die Formel 
C,, 1, 9,(OH)(COOH) zu, wenn man die Verbindung als hochmole- 
kulare Oxysiure formuliert. (Bei der Acetylierung mit Essigsiiure- 
anhydrid scheinen sich Nebenreaktionen abzuspielen, denn das 
Acetylderivat gab einen zu hohen Acetylwert.) 

Allerdings mu8 betont werden, daS die Aufstellung einer 
Formel fiir eine derartig hochmolekulare und noch dazu in nicht 
definiert krystallinischer Form zu erhaltende Verbindung nur 
unter Vorbehalt geschehen darf. Die Formel C,,H,,,0, kann vor- 
liufig als die wahrscheinlichste gelten. Das BCG-Wachs ist also 
eine esterartige Verbindung von Fettsiiuren mit diesem Kérper. 

Wenn man die hier geschilderten Resultate mit den bereits 
friiher bei Menschen- und Rindertuberkelbakterien erhaltenen 
vergleicht, ergeben sich einige Feststellungen, die Erwiihnung ver- 
dienen. Der BCG ist lipoidreicher als unter villig gleichen Be- 
dingungen geziichtete bovine und humane Tuberkelbakterien. 
Jedoch scheint dies in hohem Mafe mehr ein Quantitiits- als ein 
Qualititsunterschied zu sein. Die Zusammensetzung des Fettes 
und des Phosphatids der Calmette-Guérin-Bazillen ist von den 
analogen Fraktionen der virulenten T'uberkelbazillen nur unwesent- 
lich verschieden. Auch gesiittigte fliissige Fettsiiuren, wie sie fiir 
die Tuberkelbakterienlipoide charakteristisch sind, sind vorhanden. 
Ks wire interessant, festzustellen, ob diese Siiuren ebenfalls be- 
fihigt sind, die bei der Phthionsiiure beobachteten Gewebsreaktionen 
auszulésen. Nur bei der Wachsfraktion, welche auch — wie schon 
oben hervorgehoben wurde — die hauptsiichliche Ursache fiir die 





4) I. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 8. Aufl., Ber- 
lin 1930, S. 237 ff. 
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r~ —& Verschiedenheit der quantitativen Lipoidverteilung im BCG und 
ver in den virulenten Bakterien ist, ergeben sich recht bemerkens- 
5° @ werte Unterschiede. Der unverseifbare Anteil des Wachses der 
cht f Menschentuberkelbakterien?5) hat nach R.J.Anderson?’) ein durch 
ing Titration ermitteltes Molekulargewicht von etwa 1380 und ent- 
Jie hilt eine Carboxylgruppe und wahrscheinlich zwei Hydroxylgruppen. 
ab, & Die wahrscheinlichste Formel ist C,,H,,,0,. Beim Erhitzen im 
he [ Vakuum wird n-Hexakosansiiure unter Hinterlassung eines neu- 
in [fF tralen Riickstandes abgespalten. Der entsprechende Bestandteil 
et. des BCG-Wachses hat nun — wie bereits ausgefiihrt — ein Mole- 
ff J kulargewicht von etwa 770. Ob er sich in anderer Beziehung 
ch iihnlich verhilt wie die ,unverseifbare Substanz“ des Wachses der 
el # Menschentuberkelbakterien und etwa eine homologe Verbindung 
le- yon niedrigerem Molekulargewicht darstellt, wird erst nach Unter- 
e- — suchung gréBerer Mengen entschieden werden kénnen. Jedenfalls 
as [— ist es bemerkenswert, daB in zwei so nahe verwandten Mikro- 


organismen, wie es die Calmette-Guérin-Bazillen und die 
Tuberkelbazillen sind, die alkoholischen Triiger der Fettsiiuren 
it [| im Wachs zwar in mancher chemischen Beziehung ibnlich, im 
Molekulargewicht jedoch sehr verschieden sind. In der Biochemie 
der Fettsiuren und Fette ist ein Analogiefall zu dem eine so 
wichtige Rolle in der Natur spielenden Zusammentritt von Amino- 
siuren zu Proteinen, von niedrigen Zuckern zu Polysacchariden 
noch nicht beobachtet worden. Ob in den eigentiimlichen Bakterien- 
wachsen, deren Funktion noch ungeklirt ist, derartige variierte 
Assoziationsstufen von Fettsiiuren bzw. Oxyfettsiuren vorliegen, 
kann noch nicht entschieden werden; um so weniger, als es 
schwer fillt, eime Vorstellung von dem méglichen Mechanismus 
eines solchen Zusammentretens von Fettsiiuren zu gewinnen. 
Was nun eine Erklirung fiir die so verschiedene biologische 
Wirksamkeit der in chemischer Bezichung vielfach ‘hnlichen 
Calmette-Guérin-Bazillen und bovinen ‘Tuberkelbazillen an- 
| betrifft, so kénnte sie — wenn man yon der Annahme absieht, 
daB die Ausscheidungsprodukte der beiden Mikroorganismen die 
| Ursache fiir ihre verschiedene biologische Aktivitiit sind — am 
| ehesten auf die Vorstellung gegriindet werden, da’ der BCG einen 
» [— Viel héheren Grad von Zerfallsbereitschaft im Organismus besitzt 
, als die virulenten Tuberkelbakterien. Ob dies durch eine schnellere 





**) Uber die Zusammensetzung des Wachses der Rindertuberkelbakterien 


ist noch nichts verédffentlicht worden. 
9* 
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enzymatische Zersetzung der Wachshiille des BCG bedingt wird, 


und ob die von der Zusammensetzung des Wachses der Tuberkel- 
bakterien abweichende Konstitution des BCG-Wachses daran be- 


teiligt ist, sollen Versuche iiber die Kinwirkung von Lipasen auf 


die verschiedenen Lipoidfraktionen lehren, die jetzt im Gange sind. 

Der Osterreichisch-Deutschen Wissenschaftshilfe und 
der Ella Sachs Plotz Foundation sei fiir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit der ergebenste Dank ausgesprochen. 


Experimenteller Teil. 


1, Fraktionierung der Bakterien.*°) 

Der zur Untersuchung verwendete BCG-Stamm, den wir dem 
Entgegenkommen des Pasteur-Institutes verdanken, wurde auf der 
von B. Sauton®") angegebenen synthetischen Nihrlésung bei 37° 
geziichtet. Die 4 Wochen alten Kulturen wurden durch Absaugen 
auf gehirtetem Filtrierpapier von der Nihrlésung getrennt und 
oftmals mit Wasser gewaschen. Hierauf wurden die feuchten 
Bakterien in 400 ccm Alkohol-Ather (1:1) eingetragen und 12 Tage 
darin belassen. Der Extraktionsriickstand wurde durch 12 Tage 
mit 300 ccm Chloroform extrahiert. Auf diese Weise wurden die 
entfetteten Bakterien als hellbraune harte Masse erhalten; 
sie wogen, tiber P,O, getrocknet, 16,3186 g. 

Die die Fett- und PicmatsitiileakeGon enthaltende Alkohol— 
Ather-Lésung wurde unter vermindertem Druck auf ein kleines 
Volumen konzentriert, mit Wasser?*) verdiinnt und mehrmals mit 
Ather extrahiert. Die itherische naa wurde mit Na,SO, ge- 
trocknet und der Ather verdampft. Der Riickstand wurde in 
15 cem Ather gelist und unter Kiskiihlung mit 20 cem Aceton 
versetzt. Es fielen weiBe Flocken aus, die abzentrifugiert und 
mit eiskaltem Aceton gewaschen wurden. Das in Aceton unliésliche 
Phosphatid (iiber seine Reinigung s. u.), eine weiBe weiche Masse, 
wog 1,0083 g. 





- Die Versuche wurden — soweit ungesiittigte Verbindungen yor- 
lagen — in N,-Atmosphiire ausgefiihrt. 

27) C. r. Acad. Sci. 155, 860 (1912). 

*8) Nach der Extraktion mit Ather enthiilt die wiBrige Schicht die in 
Lisung gegangenen Polysaccharide. Diese wurden aus der eingeengten 
Lésung mit basischem Bleiacetat und Ammoniak gefallt und nach Zerlegung 
der Bleiverbindung mit H,O als gelblicher Sirup vom Gewichte 99,4 mg er- 
halten. Sie reduzierten Fehlingsche Lisung erst nach Kochen mit ver- 
diinnten Siiuren und enthielten Pentosen und wahrscheinlich Hexosen. 
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Die vereinigten Ather—Acetonlésungen lieferten nach Ver- 
dampfen und Trocknen das acetonlésliche Fett, 2,1452 g einer 
gelblichen Substanz. 

Die Chloroformlésung wurde unter vermindertem Druck auf 
ein kleines Volumen konzentriert, filtriert und zur Trockne ver- 
dampft: Wachs, 2,4518 g einer weiben Masse (Reinigung s. u.). 


2. Untersuchung der Fettfraktion. 

a) Verseifung des Fettes. Das Fett bildete eine gelbliche 
weiche Masse vom Schmelzp. 41° (korr.). Seine nach der frither 
heschriebenen Mikromethode*’) bestimmten Konstanten waren: 
Verseifungszahl 220,8, Siiurezahl 78,8, Jodzahl 40,7. 

Veiseifungszahl: 15,145, 14,144 mg Subst. verbrauchten (KOH-Ver- 
brauch ausgedriickt in 0,05 n-H,SO,) 1,190, 1,115 ccm. 

Verseifungszahl Gef. 220,5 221,2. 

Siiurezahl: 16,302, 13,334 mg Subst. verbrauchten 0,756, 0,630 ccm 
0,03 n- alkoholischer KOH. 

Siiurezahl Gef. 78,1 79,5. 

Jodzahl (Hanus): 24,461 mg Subst. verbrauchten (Jodverbrauch aus- 
gedriickt in 0,05 n-Na,S,0,) 1,568 ccm. 

Jodzahl Gef. 40,7. 

Zur Verseifung wurden 2,03 g des Fettes 21/, Stunden mit 
30 com 5,5°/, iger alkoholischer KOH am RiickfluBkiihler gekocht. 
Hierauf wurde die Hauptmenge des Alkohols abdestilliert, mit 
150 com Wasser verdiinnt und dreimal mit zusammen 200 ccm 
Ather ausgeschiittelt. Die iitherische Lisung lieferte nach Waschen 
mit Wasser, Trocknen tiber Na,SO, und Verdampfen die unver- 
scifbaren Bestandteile, 0,16 g (7,9°/, des Fettes) einer weichen 
velbbraunen Substanz. Diese war ungesiittigt, Jodzahl 95,2, und 
cab keinerlei Sterinreaktionen. 

9,870 mg Subst. verbrauchten 1,480 cem 0,05 n-Na,S,0,° 

Jodzahl Gef. 95,2. 

Die vereinigten Seifenlésungen wurden mit H,SO, angesiuert 
und mehrmals mit viel Ather extrahiert. Die itherische Liésung 
wurde mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und ver- 
dampft. Sie ergab die Fettsiuren, eine hellbraune feste Masse 
vom Gewicht 1,86 g (91,6°/, des Fettes). 

Die waBrige Lésung, welche die wasserléslichen Anteile 
enthielt, wurde im Vakuum konzentriert, mit Ba(OH), genau neu- 


7°) E. Chargaff, Diese Z. 199, 221 (1931). — Bei der Ausfiihrung 
einiger Analysen leistete Herr Dr. J. Dieryck Mithilfe. 
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tralisiert, filtriert und im Vakuum zur Trockne verdampft. Die 
zuriickbleibende Salzmasse wurde iiber P,O, getrocknet und mehr- 
mals mit warmem Aceton ausgezogen. Die Acetonlésung hinter- 
lie} nach Filtrieren, Verdampfen und Trocknen 60 mg eines gel- 
ben Sirups. Beim Erhitzen desselben mit KHSO, trat Akrolein- 
geruch auf. Seine wiBbrige Lisung reduzierte auch nach Kochen 
mit verdiinnter H,SO, Fehlingsche Lisung nur schwach. Die 
Lésung des Salzriickstandes in Wasser gab nur minimale Reduktion, 

b) Trennung der Fettsiuren. 1,86 ¢ der Fettsiuren 
wurden mit NaOH neutralisiert und aus der wiBrigen Lésuneg 
durch Zusatz von 30°/,iger Bleiacetatlésung die Bleisalze her- 
gestellt. Diese wurden trocken in Ather suspendiert. Die un- 
léslichen Salze lieferten nach Zerlegung mit verdiinnter HNO, 
1,19 g fester Fettsiiuren, die jedoch die Jodzahl 15,1 hatten, also 
noch ungesittigte Substanzen enthielten. 

6,782 mg Subst. verbrauchten 0,161 cem 0,05 n-Na,S,O3. 

Jodzahl Gef. 15,1. 

Die itherische Liésung der Bleisalze der fliissigen Siiuren 
lieferte nach Zerlegung 650 mg eines dicken braunen Ols von der 
Jodzahl 50,8. 


7,332 mg Subst. verbrauchten 0,587 eem 0,05 n-Na,S,O,. 
Jodzahl xef. 50,8. 


1,17 g der festen Siuren wurden in 8 ccm heiBem Alkohol 
gelést und bei Siedehitze mit einer heiBen Liésung von 1,5 ¢g 
Bleiacetat in 25 ccm Alkohol versetzt. Die nach 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur auskrystallisierten Bleisalze wurden abgesaugt 
und mit eiskaltem Alkohol gewaschen. Durch Zerlegung mit 
HNO,, Extraktion mit Ather usw. wurden daraus die festen 
Fettsiuren als weie feste Masse vom Gewicht 925 mg gewonnen 
(47,4°/, des Fettes, 50,6°/, der Fettsiuren). Sie waren jetzt vollig 
gesiittigt. Aus der alkoholischen Mutterlauge wurde die zweite 
Fraktion der flissigen Fettsiituren erhalten: 240 mg eines hell- 
celben Ols. Demnach betrug die Gesamtmenge der fliissigen 
Fettsiuren 890 mg (43,8°/, des Fettes, 47,9°/, der Fettsiuren). 

c) Versuchsanordnung zur Mikro-Vakuumdestillation. Um 
eine befriedigende Trennung kleiner Mengen durch Hochvakuumdestillation 


zu erzielen, wurde folgende Vorrichtung angewendet*): Als Destillations- 
und zugleich Auffanggefif diente ein in regelmiéBigen Abstiinden (2 cm) 





8) Kine ihnliche Anordnung wurde kiirzlich yon 8S. Kober, Biochem.Z. 
232, 274 (1931) beschrieben. 
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zu KugelgefiBen erweitertes Glasrohr. Meistens wurde ein aus 5 oder 
6 Kugeln bestehendes Rohr verwendet. Die erste Kugel V hatte einen 
Durchmesser von etwa 3,5 cm, die folgenden Kugeln von 2,5 em. Die 2 cm 
langen Verbindungsrohre zwischen den einzelnen Kugeln hatten ein Lumen 
yon 5—6mm. Kugel V dient zur Aufnahme des zu destillierenden Stoffes, 
welcher, in Ather oder Chloroform geldst, durch ein seitlich an der Kugel 
angebrachtes, nach oben abgebogenes Rohr eingefillt wird. Dureh Durch- 
leiten eines Luft- oder Gasstroms wird unter gleichzeitigem gelindem An- 
wirmen das Lésungsmittel vertrieben. Hierauf werden Siedesteinchen hinzu- 
gefiigt, das Einfiillrohr zugeschmolzen und das andere Ende des Kugelrohres 
mit der Quecksilberpumpe verbunden. Das zur Heizung verwendete Luftbad 
besteht aus einem einseitig offenen 30 cm langen Kupferrohr von 5,5 em 
Durchmesser, das in die Seitenwand einer mit Deckel versehenen Blech- 
wanne (30 em lang, 16 cm hoch, 12 cm breit) eingesetzt ist, welche mit einer 
hoch siedenden Olbadfiillung (> “pe gefiillt ist. Zur Messung der Tempe- 
ratur dienen zwei an verschiedenen Stellen des Olbades befindliche, durch 
den Deckel hindurchgefiihrte Thermometer. Wie Versuche gezeigt haben, 
herrscht bei Temperaturen iiber 90° im verschlossenen Kupferrohr fast die 
gleiche Temperatur wie im umgebenden Olbad. Auch betriigt dann die 
Temperaturdifferenz an zwei auseinanderliegenden Stellen des Olbades nicht 
mehr als 1°, so daB bei den Temperaturen, die fiir unsere Versuche in Frage 
kamen, die Temperaturablesung mit hinreichender Genauigkeit erfolgen 
konnte. Es wurde der Mittelwert aus den beiden Thermometerablesungen 
genommen. 

Zur Ausfiihrung der Destillation wird das Kugelrohr in die mit Asbest- 
schiebern verschlossene Kupferréhre eingefiihrt, wobei die der Quecksilber- 
pumpe zuniichst liegende Kugel I auBerhalb des Heizbades bleibt. Hierauf 
wird langsam bis zu der Temperatur angeheizt, bei der eine Kondensation 
in Kugel [ beginnt. Diese Temperatur wird so lange als nétig — mindestens 
30 Minuten — médglichst konstant gehalten. Dann wird auch Kugel IT 
herausgezogen und das Erhitzen bis zur beginnenden Kondensation in diesem 


I; GefaB fortgesetzt usw. Nach beendeter Fraktionierung werden die Ver- 


bindungsrohre zwischen den Kugeln durchgeschnitten, die Gewichte der 
einzelnen Fraktionen bestimmt und diejenigen Anteile, deren Menge eine 
weitere Aufarbeitung aussichtsreich erscheinen 1liBt, nochmals rektifiziert. 
Lagen im Siedepunkt weit auseinanderliegende Verbindungen vor, so geniigte 
oft nur eine Destillation, wenn man so vorging, da8 unter Anwendung eines 
lingeren Rohres (z. B. mit 8 Kugeln) bei Beginn der Fraktionierung 2 Kugeln 
(I und II) auBerhalb des Heizbades belassen wurden. Kugel II diente als 
AuffanggefaB fiir das innerhalb eines Temperaturintervalles von etwa 25° 
iibergehende Destillat. Hierauf wurde auch Kugel II ins Heizrohr eingefiihrt, 
auf eine Temperatur erhitzt, die etwa in der Mitte des vorher beobachteten 
Temperaturintervalles lag und das Destillat in Kugel I aufgefangen. Das- 
selbe Verfahren wurde bei den Kugeln III und IV wiederholt usw. Sche- 
matisch sieht eine derartige Fraktionierung z. B. wie umstehend (Tab. 4) aus: 


d) Untersuchung der festen Siuren. 915 mg der festen 
Siuren wurden in 8 ccm wasserfreiem Methanol gelést und mit 
0,3 ccm konzentrierter H,SO, 2 Stunden am RiickfluBkithler er- 
hitzt. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurden 910 mg Methylester, 
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Tabelle 4. 




































































i 
re ial ng ft 
' . Destillationstemperatur | Siedepunkt liegt 
AuffanggefiB “nO witedhal ° I 
—— — a ienenitiitccmesae 5 
1 II 120—150 150 . 
2 I 135 135 
3 IV 150—180 180 
4 lil 165 165 V 
5 VI 180—210 210 \ 
6 V 195 195 
7 Vil 225 225 
5 
eine feste weiBe Masse erhalten. Diese wurden auf die oben \e- p 
schriebene Weise einer fraktionierten Destillation im Hochvakuun W 
unterworfen (Tab. 5). n 
Tabelle 5. , si 
Fraktionierung der Methylester der festen Siuren. li 
# : 1 
nies Destillationstemperatur — : 
Fraktion (oberer Remanuant mm Hg Gewicht in mg 
" | ee aici p 
1 112 0,001 270 h 
2 1138 0,001 10 F 
3 130 0,001 200 | 
4 150 0,001 120 
5 180 0,001 160 F 
6 220 0,001 140 
M 
Fraktion 1 wurde verseift und die freie Siure aus Methyl- U, 
alkohol, Aceton und Athylalkohol umkrystallisiert. Ks wurden a 
140 mg weiBer Schuppen reiner Palmitinsiure erhalten vom F 
Schmelzp. 62,5° (korr.). Der Mischschmelzpunkt ergab keine De- @ 
pression. 
Titration *'): 11,537mg Subst., in neutralem Alkohol gelist, verbrauchten 
1,496 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Molekulargewicht fiir C,,H,,0, Ber. 256,3 Gef. 257,0. Fpl 
Die Fraktion 3 bestand ebenfalls aus Palmitinsiiure, wenn- § °c 
gleich nicht ganz so rein. Nach Verseifung und Krystallisation aus E 
Athyl- und Methylalkohol lag der Schmelzpunkt bei 59°, das EK 
Aquivalentgewicht bei 264. | D 
Fraktion 6 wurde verseift, das Kaliumsalz durch Verdampfen lé 
des Alkohols gewonnen, im Vakuum getrocknet und hierauf zur de 
Entfernung neutraler Verunreinigungen mit Ather digeriert. Der D 


*!) Die zu den Titrationen verwendete alkoholische Kalilauge wurde 
stets frisch auf reine Palmitin- oder Stearinsiure eingestellt. Als Indikator 
wurde in allen Fiillen «-Naphtholphthalein verwendet. 
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in Ather unlésliche Anteil wurde mit verdiinnter Siure zerlegt. 
Die Siure wurde 3mal aus je 1ccm Aceton, 2 mal aus je 0,5 ccm 
Benzol und 1 mal aus 1 ccm Benzin krystallisiert. Derart wurden 
50 mg eines weiBen in Blittchen krystallisierten Pulvers vom 
Schmelzp. 83—84° (korr.) erhalten. 

Titration: 9,771, 11,232 mg Subst., in neutralem Alkohol hei gelist, 
verbrauchten 0,817, 0,943 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Molekulargewicht fiir C,,H,,0, Ber. 396,4 Gef. 398,7, 397,0. 

Fraktion 6 besteht also aus Cerotinsiure C,,H,,0,. Die auf 
synthetischem Wege gewonnene n-Hexakosansiiure **) hat Schmelz- 
punkt 88° Trotzdem darf, wie an anderer Stelle ausgefiihrt 
wurde’), aus den etwas tiefer liegenden Schmelzpunkten der 
natiirlichen Cerotinsiiuren noch nicht geschlossen werden, daB es 
sich um Isohexakosansiuren handle. Es ist vielmehr walrschein- 
lich, daB in den meisten Fallen nicht ganz schmelzpunktsreine 
u-Hexakosansiure vorliegt. 

Die Fraktionen 4 und 5 stellten Gemenge dar, wahrscheinlich aus 
Palmitin- und Cerotinsiure. Nach Umlésen aus Alkohol und Aceton 
hatte Fraktion 4 den Schmelzp. 64° und das Aquivalentgewicht 319, 
Fraktion 5 den Schmelzp. 67° und das Aquivalentgewicht 360. 

e) Untersuchung der fliissigen Siuren. 880 mg fliissiger 
Fettsiuren (von der 1. und 2. Bleisalztrennung) wurden in einer 
Mischung von Alkohol und Essigsiiureithylester gelést und mit 
0,1 g PtO,*4) 5 Stunden unter Wasserstoffdruck geschiittelt. Es 
wurde nur wenig Wasserstoff aufgenommen. Die hierauf isolierten 
Fettsiiuren, 870 mg, lieferten bei der Bleisalztrennung fast keine 
unléslichen Salze. Die Jodzahl der fliissigen Siuren betrug noch 42,6. 

11,295 mg Subst. verbrauchten 0,759 ccm 0,05 n-Na,S,Q3. 

Jodzahl Gef. 42,6. 

Das Séuregemenge wurde in 15 ccm Petrolither (Siede- 
punkt 830—50°) gelést und unter EKiskiihlung sehr langsam aus 
einer feinen Pipette mit 0,09 ccm Brom versetzt. Auch bei lingerer 
Kiskiihlung fiel nur eine geringe Menge eines braunen Oles aus. 
Ks wurde davon dekantiert und mit Petrolither nachgewaschen. 
Die Petrolitherlésung wurde mit verdiinnter Natriumthiosulfat- 
lésung und Wasser gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und ver- 
dampft. Es wurden 980 mg einer braunen zihen Masse erhalten. 
Das in Petrolither unlésliche Ol wog 80 mg. 





82) P, A. Levene u. F. A. Taylor, J. of biol. Chem. 59, 905 (1924). 
83) E. Chargaff, Ber. chem. Ges. 65, 745 u. zw. S. 748 (1932). 
34) V. Voorhees u. R. Adams, J. Amer. Chem. Soc. 44, 1397 (1922). 
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Die bromierten Saéuren wurden durch Kochen in 5°/, HBr 
enthaltendem Methanol in die Methylester umgewandelt. Diese 
wogen 1,015 g. Bei der Destillation im Dreikugelrohr gingen he; 
0,001 mm Hg und 136° 250 mg eines schwach gelbstichigen ()|x 
iiber (Fraktion 1). Den Riickstand (Fraktion 2) bildeten 725 me 
eines dicken, mit festen Teilchen untermischten Ols. Da schon 
die iiberdestillierte Fraktion 1 Spuren Brom enthielt, war eine 
Trennung zwischen niedriger siedenden bromfreien Estern der 
gesiittigten fliissigen Siiuren und héher siedenden bromierten Estern 
nicht durchfiihrbar. Daher wurden die Ester nach A. Griin (vygl, 
Anm. 17, 8. 225f. des Buches) entbromt, indem zu der mit Zink- 
pulver versetzten siedenden Methanollésung allmihlich 5 n-H(] 
in Methanol hinzugesetzt wurde. Die Entbromung verlief glatt. 
Fraktion 1 lieferte 220 mg eines hellgelben Ols, Fraktion 2 520 mg 
einer halbfesten Masse von der Jodzahl 56,0. 


14,056 mg Subst. verbrauchten 1,240 cem 0,05 n-Na,S,0,. 
Jodzahl Gef. 56,0. | 

Beide Fraktionen wurden vereinigt, in Essigsiureithylester 
gelést und mittels PtO, katalytisch hydriert. Es wurde Wasser- 
stoff verbraucht. Nach Verseifung des etwa 760 mg wiegenden 
Hydrierungsproduktes wurden 740 mg freier Siiuren und nach 
Anwendung der Bleisalz-Alkoholmethode 490 mg fester Siuren 
und 180 mg fliissiger Siiuren erhalten. 

Die festen Saiuren, welche durch Hydrierung aus den w- 
spriinglich im Fett enthaltenen ungesiittigten Fettsiuren hervor- 
gegangen waren, wurden in die Methylester verwandelt. 440 mg 
der Methylester wurden im Fiinfkugelrohr destilliert (Tab. 6). 


Tabelle 6. 


Destillation der Methylester der reduzierten Sauren. 





Fraktion Siedeintervalle mn Hg Gewicht in mg 
1 119—126 0,004 365 
2 170—180 0,004 
3 200 —230 0,004 15 
4 > 230 — 45 
(Riickstand) 











Die als Hauptfraktion auftretende Verbindung vom Siede- 
punkt, .o, 123° wurde verseift und ergab 345 mg einer weiben 
krystallinischen Masse. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
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Br [E Alkohol und Aceton wurden 210 mg glitzernder Schuppen erhalten, 
se JE Schmelzp. 69° (korr.); der Mischschmelzpunkt mit Stearinsiiure 
ei JE (Schmelzp. 70°) lag bei 69° 


Ms : Titration: 11,296 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
neg BR 1323 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

on | Molekulargewicht fiir C,,H,,0, Ber. 284,3 Gef. 284,4. 

ne @ Die Fraktion 1 besteht demnach ausschlieBlich aus Stearin- 
et BP siure C,,H,,0,. Die Jodzahl der die Hauptmenge der ungesittigten 
- Verbindungen enthaltenden 2. Esterfraktion war 56,0 (vgl. oben), 
gl was bei Zugrundelegung des Gewichtes der Fraktion (520 mg) 
k- ' einem Gehalt von 324 mg Olsiure entspricht. Damit steht auch 
Ul ' die durch Hydrierung daraus erhaltene Stearinsiuremenge recht 
ut cut in Kinklang. Bei Anwesenheit von héher ungesittigten Siuren 


(wie z. B. Linol- oder Linolensiiure) miiBte die Ausbeute an hydrier- 
ter Siiure viel geringer (163 bzw. 109mg) sein. Daraus folgt, dab 
als hauptsichliche ungesiittigte Siiure des BCG-Fettes Olsiiure 
C,,H,,0, vorgelegen haben mub., 


o Die gesittigten fliissigen Fettsiuren bildeten ein gelbes, in Eis- 
. wasser erstarrendes Ol. Sie hatten ein Aquivalentgewicht von 383,2. 
ol Titration: 20,240 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
sh #E 1,760 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

a Mol.-Gew. Gef. 383,2. 


Da demnach das Aquivalentgewicht des Fettsiiuregemenges am 


r- @ besten mit der Formel C,,H,,O, tibereinstimmt, diirfte die Haupt- 
r- menge aus einer Siiure bestehen, die der Phthionsiiure C,,H,,O, 
Mg der Menschentuberkelbakterien!°) entspricht. 


3. Untersuchung des Phosphatids. 

a) Reinigung. 1000 mg des rohen Phosphatidpriparates, 
dessen Gewinnung oben geschildert wurde, wurden in 4ccm Ather 
gelist und mit 6 ccm Aceton versetzt. Nach mehrtigiger Auf- 
bewahrung im Eisschrank wurde von der klebrigen Fillung de- 
kantiert und die Lésung zentrifugiert. Die vereinigten Fiillungen 
wurden abermals in Ather gelést und die soeben beschriebene 
Umfillung noch 3 mal wiederholt. Der zuletzt erhaltene Nieder- 
schlag wurde in 6 ccm Ather gelést, die Lésung filtriert und 
tropfenweise unter Riihren in 15 ccm durch Kiltemischung ge- 
e- kiihltes Aceton einflieBen gelassen. Es fielen schwach gelb ge- 
n farbte Flocken aus, die nach Absaugen, Waschen und Trocknen 
650 mg eines gelblichen Pulvers ergaben. Dieses wird beim Er- 





182 Erwin Chargaff, 


hitzen in der Kapillare bei 88° weich, bei 94° durchscheinend, 
schmilzt aber erst bei 115° unter Meniskusbildung véllig zusammen, 

Phosphor (nach Pregl-Lieb): 21,854, 28,285 mg Subst.: 23,729, 
30,640 mg (NH,),PO, « 12 MoO,. 7 

Gef. P 1,58, 1,57. 

Stickstoff (mach Kjeldahl-Preg]): 5,870 mg Subst. verbrauchten 
0,17 cem 0,01 n-HCl. 

Gef. N 0,40. 

Das Phosphatid enthilt Phosphor und Stickstoff im Ver. 
haltnis 1,8: 1. 

b) Hydrolyse des Phosphatids. 510 mg des gereinigten 
Priparates wurden 81/, Stunden in 15 ccm Alkohol, der 2°/, HC! 
enthielt, am RiickfluBkiihler gekocht. Hierauf wurde die Haupt- 
menge des Alkohols verdampft, mit Wasser verdiinnt und mit 
Ather geschiittelt. Die iitherische Lisung lieferte die Athylester 
der Fettsiuren, 400 mg einer gelblichen festen Substanz. Un- 
gesittigte Fettsiiuren konnten in Anbetracht der niedrigen Jod- 
zahl 7,3 nur in sehr geringer Menge vorhanden sein. 

12,772 mg Subst. verbrauchten 0,147 ecm 0,05 n-Na,S,O3. 

Jodzahl Gef. 7,3. 

Die waBrige Lésung enthielt reduzierende Zucker. Sie wurde 
auf ein kleines Volumen eingeengt und mit 0,3 ccm Phenylbhydrazin 
in 0,5 ccm Alkohol versetzt. Es schied sich eine sehr kleine Menge 
eines Hydrazons ab, welches, aus 60°/, igem Alkohol krystallisiert, 
den Schmelzp. 194° (korr.) hatte. Da beim Mischen mit d-Mannose- 
phenylhydrazon keine Depression des Schmelzpunktes auftrat, diirfte 
Mannose vorliegen. 

c) Untersuchung der Fettsiiuren. Die Athylester der 
Fettsiiuren wurden im Fiinfkugelrohr destilliert (Tab. 7). 


Tabelle 7. 


Destillation der Fettsiiureiithylester des Phosphatids. 














Fraktion Siedeintervalle mm Hg Gewicht in mg 
1 128—130 0,001 160 
2 159—160 0,001 60 
3 210—214 0,001 15 
4 > 214 — 160 
(Riickstand) 











Durch Verseifung der Fraktion 1 wurden 150 mg einer festen 
Substanz erhalten, die nach der Bleisalz-Alkoholmethode in 105 mg 
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nd, fester und 40 mg fliissiger Saéuren zerlegt wurde. Die festen 
el, Siuren wurden aus Methanol und Aceton umkrystallisiert: 
120, 45 mg feiner Blattchen von reiner Palmitinsiiure, Schmelzp. 


und Mischschmelzp. 61°. 


| Titration: 24,763 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
ten 3200 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 


Mol.-Gew. fiir C,,H,,0. Ber. 256,3 Gef. 258,0. 
Die fliissigen Siuren bildeten ein zihes gelbes Ol. Ihr 


~ & Aguivalentgewicht von 322 entspricht einer durchschnittlichen Zahl 

toy von 24 C-Atomen (C,, H,,0, : Mol.-Gew. 326,3). Wie die niedrige 

Ic Jodzahl 13,0 beweist, enthalten sie nur eine geringe Menge un- 

pt sesiittigter Siiuren. 

mit Titration: 7,610 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 

tor fe 88 ecm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

_ Aquivalentgewicht Gef. 321,8. 

i. Jodzahl: 14,273 mg Subst. verbrauchten 0,292 eem 0,05 n-Na,S,O,. 
Jodzahl Gef. 13,0. 

Fraktion 2 bestand anscheinend hauptsiichlich aus gesittigten 
Fettsiuren von hohem Molekulargewicht und niedrigem Schmelz- 
punkt. Doch war es infolge der geringen Substanzmenge un- 

rde miglich, zu reinen Verbindungen zu gelangen. Der Riickstand, 
10 @ Fraktion 4, enthielt hauptsichlich neutrale Substanzen. Aus 160 mg 
"Ss M \urden nach Verseifung und Entfernung der unverseifbaren An- 
- tele nur 30 mg Fettsiuren erhalten. 

rite 4. Untersuchung der Wachsfraktion. 

a) Reinigung. 2,45 g des chloroformléslichen Wachses wur- 

der @ den in 8 ccm absolutem Ather in der Wirme gelist und durch 


/usatz von 10 ccm Methanol ausgefillt. Die Umfillung wurde 

smal wiederholt. Hierauf wurde das Pulver in 3 ccm Toluol 

celist und mit 6 ccm Aceton versetzt. Nach liingerer Auf- 

__ @ bewahrung bei O° wurde abgesaugt, mit eiskaltem Methanol ge- 
waschen und tiber P,O, im Vakuum getrocknet. Das derart er- 
haltene Priparat wog 2,02 g¢ und bildete ein weiBes Pulver, das 
aus mikroskopisch kleinen regelmiBigen Kiigelchen bestand. Es 
schmolz bei 48°, jedoch trat erst bei 54° véllige Klirung der 
Schmelze ein. Phosphor und Stickstoff waren in Spuren vorhanden. 
Phosphor: 16,974, 19,108 mg Subst.: 1,429, 1,876 mg (NH,),PO,-12 MoO,. 

Gef. P 0,12, 0,14. 
Stickstoff: 16,167, 11,647mg Subst. verbrauchten 0,22,0,11 cem 0,01 n-HCl. 
' Gef. N 0,19, 0,13. 


ng 
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Die vereinigten Mutterlaugen des Wachspriparates enthielten 
400 mg einer hellbraunen weichen Masse. Diese Substanz ent- 
spricht dem ,,weichen Wachs“ der Menschentuberkelbazillen, das 
von Anderson”) untersucht worden ist. 

b) Hydrolyse des Wachses. 1805 mg des gereinigtey 
Wachses wurden 4 Stunden mit 50 ccm 4°/,iger alkoholischer 
KOH am Riickflu8kiihler gekocht. Die Verseifung des BCG-Wachses 
scheint viel leichter vor sich zu gehen als die des Wachses der 
Menschentuberkelbakterien.**) Die alkoholische Lisung wurde in 
der Hitze von einem klebrigen, den Boden bedeckenden Nieder- 
schlag dekantiert und dieser sehr oft mit siedendem Alkohol ge- 
waschen. Hierauf wurde er in Wasser aufgenommen und eine un- 
gelist gebliebene Suspension durch Schiitteln mit Benzol entfernt, 
Die wiBrige Liésung enthielt die wasserliéslichen Bestandteile 
des Wachses: 60 mg (3,3°/, des Wachses) einer festen Substanz. 

Die alkoholische Seifenlisung wurde auf ein kleines Volumen 
konzentriert, mit Wasser verdiinnt und mit der soeben erwiihnten 
Benzollésung und noch drei weitere Male mit Benzol geschiittelt. 
Die vereinigten Benzollésungen wurden mit heiSem Wasser ge- 
waschen. Wenn sich Emulsionen bildeten, wurde die triibe wiiBrige 
Schicht durch Schiitteln mit Ather geklirt. Die Benzol- bzw. 
Atherlésungen wurden mit verdiinnter H,SO, geschiittelt, siuretre! 
gewaschen, getrocknet und verdampft. Die vereinigten Riickstiinde 
bestanden aus den unverseifbaren Bestandteilen des Wachses: 
600 mg (33,2°/, des Wachses) einer fast weiBen festen Substanz. 

Die Seifenlésung wurde mit verdiinnter H,SO, angesiiuert und 
mit Ather extrahiert. Auf diese Weise wurden die Fettsiuren 
erhalten: 1210 mg (67,0°/, des Wachses) einer festen Masse. 

c) Untersuchung der wasserlislichen Substanzen. Die 
wasserlislichen Anteile des Wachses (60 mg), die nach seiner Ver- 
seifung erhalten wurden, reduzierten Fehlingsche Lésung nicht. 
Nach kurzem Erhitzen mit verdiinnten Siuren trat jedoch starke 
reduzierende Wirkung auf. Die Reaktion nach Molisch war posi- 
tiv, die Ketosenreaktion nach Seliwanoff negativ. Der mit Orcin 
sich bildende Farbstoff hatte, in Amylalkohol gelést, eine schmale 
Absorptionsbande zwischen der C- und der D-Linie, und zwar 
nahe bei D. Mit Phloroglucin trat Absorption zwischen D und E 
auf. Das Polysaccharid enthielt also Pentosen. 


5) J. of biol. Chem. 85, 327 (1929). 
%) R.A, Anderson, J. of biol. Chem. 83, 505 und zwar 509f. (1929' 
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nn d) Untersuchung der Fettsiuren. 1210 mg Fettsiuren 
t. wurden nach der Bleisalz—Alkoholmethode getrennt. Es wurden 


1S 1010 mg fester Siuren (Jodzahl 0) und 150 mg flissiger 
Siuren erhalten. Die demnach nur in geringer Menge vorhandenen 


n fliissigen Siuren bildeten ein gelbes Ol und hatten die Jodzahl 42 0 
or und das Aquivalentgewicht 326, 

ag 6,676 mg Subst. verbrauchten 0,442 cem 0,05 n-Na,S,Ox. 

or Jodzahl Gef. 42,0. 

in Titration: 15,417 mg Subst., in neutralem Alkoliol gelést, verbrauchten 


1,576 ecem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Aquivalentgewicht Gef. 326,0. 


is Die festen Fettsiiuren wurden in die Methylester iibergefihrt 
it, und 970 mg derselben einer fraktionierten Destillation unterworfen 
le ‘Tab. 8). 


Tabelle 8. 














VA | 

“ Destillxtion der Methylester der festen Siiuren des Wachses. 
- =e Destillationstemperatur a ae 
It. Fraktion (ohever Girenawert) mm Hg Gewicht in mg 
re I 118 0,004 300 
2 140 0,003 210 
W. 3 170 0,001 90 
e] 4 225 0,001 130 

le D > 225 — 210 
“ (Riickstand) 
8! —_ " . , ee “ _ 
; Die Fraktion1 lieferte bei der Verseifung 285 mg einer krystalli- 
\Z. : ° — 

nschen Masse. Durch 4 maliges Umkrystallisieren aus Methanol 
wud Aceton wurden 140 mg schimmernder Blittchen von reiner 
nD ae , 

Palmitinsiiure, Schmelzp. und Mischschmelzp.61° (korr.), erhalten. 
mn Titration: 11,540 mg Subst., in neutralem Alkohol gelist, verbrauchten 
© @ 1486 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
ai Molekulargewicht fiir C,,H,,0, Ber. 256,3  Gef. 258,8. 
it. . r . , 

: Aus Fraktion 4 wurden durch Verseifung 120 mg einer schwer 
ke maT i : e 

: lislichen Substanz erhalten. Mehrmaliges Umkrystallisieren aus 
sl- . . ~ . bd ee 
Benzin (Siedep. 70—80°) und Aceton ergab 110 mg einer in gliinzen- 
in a? " 

; den Schuppen krystallisierenden Siure vom Schmelzp. 84° (korr.). 
le “one . . 

Demnach bildete Cerotinsiiure den Hauptbestandteil der Fraktion4. 
ar 
K | Titration: 10,268 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 


1,868 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Molekulargewicht fiir C,,H,,0, Ber. 396,4 Gef. 394,3. 


Nach Verseifung und Krystallisation aus Alkohol und Aceton 
hatte Fraktion 2 den Schmelzp. 60—61° und das Aquivalent- 
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gewicht 289, Fraktion 3 den Schmelzp. 72° und das Aquivalent- 
gewicht 367. Die Verhiltnisse liegen genau so wie bei den festen 
Siuren des BCG-Fettes (vgl. Abschnitt 2d dieser Arbeit). Die 
Zwischenfraktionen sind in beiden Fallen Gemische. Gegen die 
Anwesenheit geringer Mengen von Stearinsiiure spricht, daB die der 
Palmitinsiiure (Fraktion 1) zuniichst siedende Fraktion 2 zwar ein 
mit der Formel C,,H,,0, ibereinstimmendes Aquivalentgewicht, 
jedoch einen viel tiefer liegenden Nchmelzpunkt hat. Es diirfte 
sich viel eher um Gemische von Palmitinsiiure mit einer betriicht- 
lich héher molekularen Siure, wahrscheinlich Cerotinsiure, handeln. 

e) Untersuchung der unverseifbaren Bestandteile. 
Die aus der bei der alkoholischen Hydrolyse des Wachses sich 
ergebenden Seifenlésung mit Benzol und Ather extrahierbaren 
unverseifbaren Anteile bildeten — wie schon beschrieben — 
600 mg einer festen Substanz. Diese wurde zur Reinigung dreimal 
aus itherischer Lésung mit Aceton umgefallt und weitere drei 
Male aus heiBen Mischungen von Ather und Aceton (1:2) um- 
gelist. Weiteres Umlésen veriinderte die Beschaffenheit der Ver- 
bindung anscheinend nicht. Es wurden 225 mg eines feinen 
welBen Pulvers erhalten, welches auch unter dem Mikroskop keine 
krystallinische Struktur erkennen lief, sondern aus mikroskopisclh 
kleinen regelmiBigen Kiigelchen zu bestehen schien. Sein Schmelz- 
punkt lag bei 63—65° (korr.). Bei der in der Bakteriologie 
iiblichen Prifung auf Sadurefestigkeit (Farbung der Tuberkel- 
bakterien nach Ziehl-Neelsen) erwies sich diese Substanz als 
siurefest: sie behielt die ihr durch Carbolfuchsin erteilte Rot- 


firbung auch bei Behandlung mit Siure—Alkohol bei. Die Ver- | 
bindung ist wenig léslich in kaltem Ather, leicht léslich in Chloro- | 
form und Benzol. Sie ist gesiittigt. Bei der Einwirkung einer | 


Jodmonobromidlésung in Eisessig nach J. Hanus®*’) wird nur 


eine ganz geringe Menge Halogen, wahrscheinlich durch Substi- | 
tution, verbraucht. Die Substanz, die keinerlei Sterinreaktionen | 
gibt, hat Saiurecharakter. Ihr Kaliumsalz ist, wie aus dem oben | 
beschriebenen Isolierungsverfahren hervorgeht, in Ather und Benzol | 


lislich. Zur Titration wurde der Kérper in einer Mischung aus 


neutralem Alkohol und Chloroform gelést und mit «-Naphthol- | 


phthalein als Indikator neutralisiert. 
Titration: 13,970, 14,850, 24,808 mg Subst. (iiber P,O, i. V. getr.) ver- 
brauchten 0,603, 0,642, 1,076 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Mol.-Gew. Gef. 772,3, 770,9, 768,0. 





8%) Z. Unters. Nahrungsm. 4, 913 (1901). 
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Die C- und H-Bestimmung"*) ergab folgende Werte: 
5,139, 5,020 mg Subst. (iiber P.O, i. V. getr.): 15,210, 14,900 mg CO,, 
6,120, 6,060 mg H,O. 
Fiir C,9H,),0; (776,8) Ber. C 80,34 H 13,49 
” C54H 19,05 (804,9) ” , 80,52 9, 13,538 
Gef. ,, 80,71, 80,95 ,, 18,82, 13,51. 
Die Verbrennungswerte stehen mit der Formel C, gH 0,95 | 


etwas besserem Kinklang als mit C,,H,,,0,. Jedoch weisen dic 


Titrationsergebnisse auf diese Same! hin. Die Annahme von 
3 O-Atomen, von denen zwei als Carboxylgruppe vorliegen, wird 
durch die Bestimmung des aktiven Wasserstoffes nach Zerewiti- 
noff gestiitzt, die das Vorhandensein zweier OH-Gruppen ergab.**) 


12,088 mg ae (iiber P.O, i. V. getr.) in warmem Anisol gelést: 
= 0,51 eem CH, (bei Reaktionstemp. 15%, 
= 0,79 ecm CH, i < a 95°), 
Fiir 0..1,..0, ( (776,8) 
Ber. °/,) H0,26 akt.H 2 Gef. °/, H (0,19), 0,29 akt. H (1,46), 2,23. 
Die Verbindung enthilt demnach eine Carboxyl- und eine 
Hydroxylgruppe und kénnte formuliert werden als C,,H,,,(OH) 
(COOH). Die Bestimmung des Molekulargewichtes nach K. Rast*’) 
in der von F. Pregl*4) angegebenen Ausfiihrungsweise ergab ein 
in der GréBenordnung iibereinstimmendes, jedoch etwas niedrigeres 
Molekulargewicht, vielleicht durch teilweise Zersetzung der Sub- 
stanz bei der hohen Temperatur. 


2,067 mg Subst. gelést in 19,855 mg Campher (Schmelzp. 176,4°, i = 38): 
Schmelzpunktsdepression 4 = 5,6. Mol.-Gew. Gef. 706,5. 
Zur Acetylierung wurden 50 mg der Substanz mit ebensoviel Natrium- 

acetat 3 Stunden in 10cem Essigsiiureanhydrid unter RiickfluBkiihlung er- 
hitzt. Hierauf wurde mit heiBem Wasser verdiinnt, ausgeithert usw. Es 
wurden 60 mg eines festen Acetylproduktes erhalten, das nach mehrmaligem 
Umlésen aus Ather-Methanol (1:1) 35 mg eines amorphen weiBen Pulvers 
ergab, Anscheinend hatten sich bei der Einwirkung des Essigsiiureanhydrids 
irgendwelche Nebenreaktionen abgespielt, denn das Produkt hatte keinen 
scharfen Schmelzpunkt. Es schmolz bei 65° zu einem zihen Ol, das erst 
bei 75° einen Meniskus bildete. Auch war sein Acetylgehalt héher als fiir 
ein Monoacetylderivat zu erwarten war. Hingegen stand das Resultat der 
C- und H-Bestimmung mit der Formel eines Monoacetylderivates C,,H,.,0, 
‘O-CO-CH, gut in Einklang. 

5,210 mg Subst. (iiber PO, i. V. getr.): 15,180 mg CO,, 6,145 mg H,O. — 
510 mg Subst. verbrauchten 0, 750 eem 0,01 n-NaOHs 

Fir C,,H,..0, (818,8) Ber. C 79,14 H 18,04 COCH, 5,25 

Gef. ,, 79,45 ,, 13,20 » tak 
38) Ausgefiihrt von Herrn Dr.zQng. A. Schoeller, Berlin. 
%) Ausgefiihrt von Herrn Dr. H. Roth, Heidelberg, nach der von ihm 


ausgearbeiteten Methode: Mikrochem. 11, 140 (1932). 


4° Ber. chem. Ges. 55, 1051 — 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. uate Chemie. “COXVII. 
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Die Bestimmung der Oxalsiure im Harn. 
Von 
Salvatore Maugeri. 


(Aus der Medizinischen Klinik der kénigl. Universitat Parma, Italien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1933.) 


Der Befund von Calciumoxalatkrystallen im Harn ist aufer- 
ordentlich hiufig; und die Oxalsiiure ist standig im normalen 
Harn des Menschen vorhanden, auch wenn keine Calciumoxalat- 
krystalle ausfallen. Die zahlreichen Untersuchungen iiber die 
Rolle der Oxalsiure im normalen und pathologischen Stoffwechsel 
haben noch nicht zu eindeutigen Ergebnissen gefihrt, weil fast 
alle bisherigen Befunde sich auf die Menge der Calciumoxalat- 
krystalle im Harnsediment griinden. 


Fiir die quantitative Bestimmung der Oxalsiure im Harn wurden 
2 Methoden ausgearbeitet: die gravimetrische bzw. titrimetrische Methode 
nach Salkowski; und die titrimetrische Bestimmung mit der Schaukel- 
extraktionsmethode von Widmark nach Holmberg. In der Methode von 
Salkowski wird die Oxalsiure aus dem eingeengten Harn mittels Athers 
extrahiert. In der Liésung des Atherriickstandes wird die Oxalsiiure als 
Calciumoxalat gefillt, durch Gliihen in CaO iibergefiihrt, und entweder 
gravimetrisch oder titrimetrisch bestimmt. Die Schaukelextraktionsmethode 
nach Holmberg beruht auf Fillung der Oxalsiure mit Chlorcaleium. Der 
angesiuerte Harn und die Chlorcalciumlésung sind getrennt in den Doppel- 
scheidetrichtern des Widmarkschen Apparates angeordnet. Das Calcium- 
oxalat wird titrimetrisch mit Permanganat bestimmt. Es ist zu bemerken, 
daB die beiden Methoden wenig Anwendung gefunden haben, erstens weil 
sie sehr miihsam sind, zweitens weil sie keine zuverlissigen Resultate geben. 
W. Heubner und Gadamer bezeichnen nach ihren Untersuchungen die 
Salkowskische Methode als unzuverlissig: Merz und ich konnten in 
verschiedenen Versuchen weder durch Ausschiitteln im Scheidetrichter noch 
durch Schiitteln auf der Maschine, oder tagelange kontinuierliche Ather- 
extraktion die Oxalsiure einer wibrigen Lésung vollstindig entziehen. 

Im Jahre 1931 haben wir in dem physiologisch-chemischen Institut 
zu Tiibingen den sicheren Nachweis des Vorkommens der Oxalsiure in 
normalem Blut durch die Isolierung erbracht, und eine zuverlissige und 
einfach durchfiihrbare Bestimmungsmethode des Oxalsiurespiegels in kleinen 
Mengen Blut ausgearbeitet. Die fiir das Blut angewandte Methode aber lie! 
sich auf den Harn nicht iibertragen, denn es war mir unmdglich, mit ihr 
die dem Harn zugesetzte Oxalsiiuremenge wiederzufinden. 


Nach vielen und verschiedenen Vorversuchen habe ich eine 
Methode fiir die direkte Bestimmung der Oxalsiure im Harn ge- 
funden, welche einfach ist, und zuverliissige Resultate gibt. 
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Der Harn wird mit Trichloressigsiiure behandelt, damit etwaiges 
KiweiB ausgefallt und etwa ausgefallenes Oxalat gelést wird. 
Das Harnfiltrat wird mit Chlorcalcium und Natriumacetat ver- 
setzt und in den Ejisschrank gestellt. Nach 12 stiindigem Ver- 
weilen im Ejisschrank wird Bariumchlorid zugesetzt und der 
Niederschlag scharf abzentrifugiert. Alsdann wird 2 mal mit destil- 
liertem Wasser gewaschen. Die titrimetrische Oxydation der 
Oxalsiiure erfolgt durch Manganisulfat, welches aus zugesetztem Man- 
ganosulfat nach Kinwirkung von Kaliumpermanganat gebildet wird. 
Der UberschuB des Kaliumpermanganat wird jodometrisch bestimmt. 

Es wiire denkbar, da das ausfallende Bariumsulfat aus dem 
Harnfiltrat organische Substanzen, die Permanganat verbrauchen 
wiirden, mitreiBen kénnte. Um diese Méglichkeit nachzupriifen 
verwendete ich in Parallelversuchen 1- und 5°/,ige Bariumchlorid- 
lésung, wodurch der Betrag der absorbierten organischen Substanz 
sicher veraindert worden wiire. Ich erhielt immer das gleiche Resultat. 

Die Arbeitsweise fiir die Bestimmung ist folgende: 

Notwendige Reagentien: 1. 10°/,ige Trichloressigsiure; 
2, 20°/,ige Calciumchloridlésung; 3. 20°/,ige Natriumacetat- 
lésung; 4. 1°/,ige Bariumchloridlésung; 5. 20°/,ige Schwefelsiure, 
6. 1°/,ige Manganosulfatlésung; 7. n/100-Kaliumpermanganatlésung; 
8. 10°/,ige Jodkaliumlisung; 9. n/100-Natriumthiosulfatlésung; 
10. 1°/,ige Starke in gesiittigter Kochsalzlésung. 

Vor dem Gebrauch muf der Titer der Thiosulfatlésung fest- 
gestellt werden; und diese Kontrolle ist stets vorzunehmen, so 
oft eine neue Thiosulfatlésung hergestellt wird, mindestens aber 
jede Woche. Die Titerstellung erfolgt einfach so, daf 0,5 ccm 
Schwefelsiure (5) mit 0,5 com Manganosulfat (6), 0,5 com Jod- 
kaliumlésung (8), genau 3 ccm n/100-Kaliumjodatlésung und 
4'Tropfen Stirke versetzt werden und die bis zum Verschwinden der 
Blaufirbung nétige Menge n/100-Thiosulfatlésung (9) zugefiigt wird. 

Ausfithrung: 5ccm Harn wird mit 5 ccm Trichloressigsiure (1) 
versetzt und nach 10 Minuten filtriert. Man bringt 5 ccm des 
Filtrates in ein Zentrifugenréhrchen, fiigt 1 ccm Calcium- 
chloridlésung (2), 2ccm Natriumacetatlisung (3) hinzu, und sorgt fiir 
gute Durchmischung. Man lift 12 Stunden im EKisschrank stehen 
und setzt dann 1 ccm Bariumchloridlisung (4) zu. Nach 10 Minuten 
wird scharf abzentrifugiert bis der Niederschlag vollkommen ab- 
geschleudert ist. Bis auf einen Rest von 0,2—0,4 ccm wird die 
itberstehende Fliissigkeit entfernt. Hierzu kann man auf das 
Zentrifugenglas einen 2 fach durchbohrten Stopfen setzen, der 
10* 
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ein kurzes Glasrohr zum Einblasen von Luft und ein lingeres 
Glasrohr trigt, das kapillar ausgezogen und zu einem nach oben 
gedfineten Hikchen gebogen ist: dieses soll in die Flissigkeit 
tauchen, und 8—4 mm oberhalb des Niederschlages enden. Durch 
vorsichtiges Einblasen in das kurze Rohr kann die Fiissigkeit 
ohne Aufriihren des Niederschlages entfernt werden. 2 ccm destil- 
liertes Wasser werden unter Abspiilen der Zentrifugenglaswandung 
einpipettiert. Der Niederschlag soll hierbei so wenig wie méglich 
aufgeriihrt werden. Man zentrifugiert 3 Minuten lang und die 
iiberstehende Fliissigkeit wird, wie oben angegeben, entfernt. Das 
Waschen wird 2 mal wiederholt. Zum Riickstand fiigt man 
0,5 ccm Schwefelsiure (5), nach Durchmischung des Niederschlages 
mittelst eines Glasstabes 0,5 com Manganosulfat (6), genau 3 ccm 
Kaliumpermanganat (7) und mischt durch. Nach 8 Minuten wird 
mit 3 Tropfen Kaliumjodid (8) und 4 Tropfen Stiirke (10) versetzt 
und das durch das nicht verbrauchte Kaliumpermanganat in Frei- 
heit gesetzte Jod mit Natriumthiosulfat (9) titriert. 

Berechnung: Die Differenz in Kubikzentimetern zwischen 
dem zugesetzten Volumen des Kaliumpermanganats und verbrauch- 
tem Thiosulfat ergibt mit 18 multipliziert den Gehalt von 100 ccm 
Harn an wasserfreier Oxalsiiure in Milligramm. 

Den Nachweis fiir die Brauchbarkeit der Methode suchte ich 
zu erbringen durch deren Anwendung auf Harn, welchem wech- 
selnde bekannte Oxalsiuremengen zugesetzt wurden. Uber die 














Zugesetzte | Gefundene 
Harn I Harn I + Oxals. Oxalsiure Oxalsiiure 
Oxals. mg-°/, 6 27,6 22 21,6 
a i 6,2 27,9 22 21,7 
: 5,9 27,8 22 21,9 
‘ i 6 27,6 22 21,6 
Harn II Harn II + Oxals. 
. 9 48,88 40 39,88 
: Z 9,1 49,02 40 39,92 
t i 8,94 48,84 40 39,90 
. “ 9,04 48,88 40 38,84 














Wie ersichtlich wird die dem Harn zugesetzte Oxalsiuremenge 
regelmiBig mit einem sehr geringen Verlust wiedergefunden. 
Zusammenfassung. 
Es wird eine zuverlissige und einfache Bestimmungsmethode 
der Oxalsiiure im Harn angegeben. 














Beitrige zur Frage der Glykogenbildung’ 
aus niederen Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffanzahl. 


I. Mitteilung. Versuche iiber Glykogenbildung aus Essigsaure. 


Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1933.) 


Der Ubergang von Fett in Kohlehydrat im Organismus ist 
eine der umstrittensten Fragen der Stoffwechselchemie. Vom rein 
biologischen Standpunkte aus betrachtet kann man sich schwer 
vorstellen, daB der Organismus nicht imstande sein sollte Fett in 
Kohlehydrat iiberzufiihren, da der umgekehrte Vorgang, die Bil- 
dung von Fett aus Kohlehydrat, ihm keine Schwierigkeiten bereitet. 
Wahrend die Kohlehydratbildung aus Glycerin, der einen Kompo- 
nente der Fette, bewiesen ist?), sind hinsichtlich der Fettsiuren 
die Meinungen geteilt. Kin exakter Beweis scheint vielen Forschern 
noch immer nicht erbracht zu sein.*) Mit Riicksicht auf die 
reichhaltige Literatur auf diesem Gebiete muff aut die ausfihr- 
lichen Sonderreferate wie z. B. von Geelmuyden’) oder von 
Jost’) verwiesen werden; nur 2 Namen seien an dieser Stelle 
cenannt, die gleichsam die Gegenpole der herrschenden Ansichten 
verkérpern: Geelmuyden, der einen Ubergang der Fettsiiuren in 
Zucker fiir gesichert hilt und Lusk‘), der den gegenteiligen 
Standpunkt vertreten hat. 

In der vorliegenden Arbeit soll ein Beitrag zur Entscheidung 
der Frage der Glykogenbildung aus Essigsiiure geliefert werden, 
mit deren Auftreten im Organismus beim Abbau der Fette durch 
6-Oxydation im groBen MaBe gerechnet wird. Uber das Schicksal 
dieser Siiure ist bis jetzt noch sehr wenig bekannt; da sie als 





*) Wir méchten an dieser Stelle nur daran erinnern, wie viel Miihe 
es gekostet hat, die in der Praxis jedermann bekannte Umwandlung 
von Kohlehydrat in Fett im Tierexperiment wissenschaftlich einwandfrei 
zu beweisen. 
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Stoffwechsel-Endprodukt im Harn nicht ausgeschieden wird, muf 
sie entweder verbrannt oder zum Aufbau anderer Substanzen 
herangezogen werden. Bei einer Umwandlung zu Kohlehydrat 
baw. zu Kohlehydratbildnern kann man heute 2 Wege in Betracht 
ziehen: die Thunbergsche Theorie®) sieht eine Dehydrierung 
zweier Essigsiuremolekiile zu Bernsteinsiiure vor; von dieser Ver- 
bindung wuBte man auf Grund der Versuche am phlorrhizinierten 
Tier, daB sie ein Zuckerbildner ist; wir haben neuerdings den 
Beweis geliefert, daB auch ihre direkte Verfiitterung zu einer 
starken Glykogenbildung in der Leber fihrt.*) Der Uhergang 
von Essigsiure in Bernsteinsiiure konnte jedoch bis jetzt nur in 
vitro“), bei Pilzen*) und durch Hefe’) beobachtet werden; ein 
Beweis fiir sein Eintreten bei héher organisierten Lebewesen steht 
hingegen noch aus. Ein zweiter Weg, der zumindestens in der 
ersten Phase auf Grund von Leberdurchblutungsversuchen im 
Tierexperiment gesichert sein soll, fiihrt durch Kondensation von 
2 Molekiilen Essigsiiure zur Acetessigsiure [KEmbden und Loeb’, 
Loeb”), Friedmann"’)]; fiir die weitere Umwandlung der Acet- 
essigsiiure in Kohlehydrat gab es jedoch bis vor kurzem noch 
keine experimentellen Grundlagen. In diesem Zusammenhang 
bedeutet eine Beobachtung von Henze!*) einen wesentlichen Fort- 
schritt; es gelang ihm niimlich zu zeigen, daB Acetessigsiiure mit 
Methylglyoxal, dem Abbauprodukt der Zucker, unter physio- 
logischen Bedingungen in vitro spontan unter der Bildung eines 
,Ketols“ reagiert (8-Oxy-acetonylaceton); dieses Ketol erwies sich 
im Tierexperiment nach den Versuchen von Stéhr und Henze") 
als Glykogenbildner. Seitdem hat Geelmuyden?) gleichfalls rein 
theoretisch eine aldolartige Verkniipfung von Methylglyoxal und 
Acetessigsiiure in Erwiigung gezogen, die mit einigen Abweichungen 
im Reaktionsverlauf ebenfalls zu dem von Henze dargestellten 
Ketol fihrt. 

Der Ubergang von Essigsiiure in Kohlehydrat wiire somit 
auf beiden Wegen miéglich; zugunsten des zweiten Weges iiber die 
Acetessigsiure als Zwischenstufe kiénute vielleicht, wie weiter unten 
noch niher ausgefiihrt werden soll, der Umstand sprechen, daB die Bil- 
dung von Zucker aus Essigsiiure an die Anwesenheit von Kohlehydrat 
gebunden zu sein scheint (Kupplung der Acetessigsiiure mit Methyl- 


*) Vgl. die anschlieBende Arbeit. 
**) Die Reaktionsbedingungen und die Ausbeuten dieser in vitro-Ver- 
uche®) kénnen als Modellversuche kaum in Betracht gezogen werden. 
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i8 #— glyoxal?), wahrend auf dem Wege iiber die Bernsteinsiiure vom 
on rein chemischen Gesichtspunkte aus die Gegenwart von Kohle- 
at hydrat nicht unmittelbar erforderlich wire. 

bt & Wir geben nun einen kurzen Uberblick iiber die bis jetzt 
1¢ [—  durchgefithrten Versuche mit Na-Acetat. 

” | Baer und Blum*), Ringer und Lusk”) sowie Deuel und Mil- 
n horat'*) fanden bei phlorrhizinvergifteten Hunden nach Essigsiiuregaben 
on keine Bildung von Extrazucker bzw. nur sehr geringe Mengen (Deuel 


und Milhorat). Geelmuyden’’) bekam jedoch bei einem Phlorrhizin- 


a hund, der gicichseitig mit dem Na-Acetat auch Glucose erhalten hatte, 
“ng ' -wesentlich mehr Extrazucker als der gegebenen Menge Zucker allein ent- 
- | sprach; éhnliche Resultate erhielt Geelmuyden auch nach Verfiitterung 
Mn yon Buttersiure; er schloB daher, ,,daB die Buttersiiure und die Essigsiure 
ht ' sowohl Ketonbildner als auch Zuckerbildner sind und daB die Ketonurie 
or ganz im Sinne Minkowskis als Ausdruck einer miBlungenen oder unvyoll- 
stindigen Zuckersynthese betrachtet werden miisse“. Wiihrend unsere 

- eigenen Untersuchungen schon im Gang waren, erschien eine Arbeit von 
mn Ponsford und Smedley-Maciean?’); diese Autoren hatten Ratten in 
*, Verbindung mit einer kohlehydratarmen Diit mit Na-Acetat belastet; aber 
‘ auch ihre Versuche lieBen keinen Glykogenansatz in der Leber erkennen. 
h Aus diesen Angaben geht hervor, da die Bildung von Zucker 
i¢ # aus Essigsiure scheinbar an die Gegenwart von Kohlehydrat ge- 
t- bunden ist und daf es sehr schwer sein diirfte, im Tierexperiment 
it die fiir die Synthese giinstigsten Bedingungen einzuhalten. Wir 
0%» @ haben nun Na-Acetat an hungernde Ratton verfiittert und waren 
°° FF dabei bestrebt solche Bedingungen zu wiihlen, die einerseits eine 
h geniigend groBe und sumeighende Glykogenreserve in der Leber 
y. fiir die Umwandlung der Essigsiiure in Zucker gewiihrleisteten, 
in @ deren Hohe aber andererseits eine Neubildung von Glykogen aus 
d Kssigsiure noch deutlich erkennen lief. Es wiire naheliegend 
n @ gewesen, junge minnliche Ratten zu verwenden, da dieselben 
n nach 24 stiindigem Hungern noch immer betriichtliche Glykogen- 
| reserven in der Leber aufweisen (0,1—0,2 g-°/, pro 100 ¢ Leber); 

it Fiitterungsversuche mit 0,2 g Na-Acetat an diesen Tieren ver- 
e liefen jedoch vollstiindig negativ (Tab. I); das Leberglykogen war 
n sogar gegeniiber den Kontrolltieren erniedrigt, eine Erscheinung, 
|- die vielleicht auf eine Glykogenmobilisierung durch Alkaliwirkung 
ut zuriickgefiihrt werden muB.*) Auch Gemische von Na-Acetat und 
- Kssigsiure inderten nichts, sondern verursachten nur eine starke 

Reizung des oberen Darmtraktes. 
r- *) Vgl. dazu die gleichzeitig erscheinende Notiz tiber Glykogenmobili- 


sierung durch Na-Bicarbonat. 
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Diese Ergebnisse legten den SchluB nahe, daB der Glykogen- 
gehalt der Leber scheinbar zu klein war, um:sowohl die Alkali- 
wirkung zu tiberwinden als auch die Glykogensynthese aus der 
Kssigsiiure durchzufiihren. Wir waren daher gezwungen auf kiinst- 
lichem Wege durch Glucosegaben einen gleichméBigen und ge- 
niigend hohen Glykogenspiegel in der Leber der Hungerratten 
zu erzeugen. 


Der erste Teil der Aufgabe, durch Verfiitterung von Zucker 
gleichmiaBige Glykogenanstiege in der Leber zu erzielen, war 
relativ leicht zu erfiillen; er setzte vor allem ein einheitliches 
Tiermaterial voraus, welches schon durch mehrere Generationen 
hindurch unter méglichst gleichmiBigen Lebensbedingungen heran- 
gewachsen war*); die Schwierigkeiten begannen vielmehr erst dann, 
als wir durch Zuckergaben Glykogenanstiege von einer bestim mten 
Hohe erreichen wollten; denn darauf kam es in unserem Falle 
an, nachdem der Glykogengehalt der Leber minnlicher Hunger- 
ratten sich als zu klein erwiesen hatte. Dazu schienen uns junge 
weibliche Ratten am geeignetsten zu sein, deren Leberglykogen 
nach 24stiindigem Hungern unter 0,05 g-°/, pro 100g Leber 
absinkt. 

Wir konnten nimlich schon in friiheren Versuchen"*) bei Kohlehydrat- 
belastungen des 6fteren beobachten, dab die Stirke des Glykogenansatzes 
in der Leber scheinbar weitgehend von der Menge des schon vorhandenen 
Glykogens beeinfluBt wird; so betrug z. B. das Leberglykogen hungernder 
minnlicher Ratten 3 Stunden nach Verfiitterung einer bestimmten Menge 
von Glycerinaldehyd bzw. Methylglyoxal in runden Zablen 1,1 und 0,6 g-°/, 
pro 100 g Leber, wihrend weibliche Ratten unter denselben Bedingungen 
nur Anstiege auf 0,4 und 0,25 g-°/, erreichten. Diese Unterschiede miissen 
unseres Erachtens in erster Linie auf die verschieden starke Glykogen- 
einbuBbe der Tiere beim Hungern zuriickgefiihrt werden und kénnen nicht 
durch einen EinfluB des Geschlechtes auf die Gesehw indigkeit des Stoff- 
wechselablaufes allein erklirt werden.) 

Die Verwendung von weiblichen Ratten bot somit den groBen 
Vorteil, daB der Glykogengehalt der Hungertiere infolge seines 
niedrigen Wertes nur innerhalb geringer Grenzen schwanken 
konnte und daf durch die niedrigeren Anstiege im Leberglykogen 
nach Zuckergaben eine Zusatzglykogenbildung aus Na-Acetat 
leichter zu erkennen war. 


*) Fiir sehr wesentlich halten wir auch eine gute Behandlung und 
Pflege der Tiere; unsere Ratten waren volistiindig zahm, wurden niemals 
mit einer Zange, sondern nur mit der unbewehrten Hand angefaBt und 
hatten daher jede Scheu vor dem Menschen verloren. 
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Trotz dieses niedrigen Ausgangswertes in Leberglykogen weiblicher 
Ratten waren aber auch dann noch innerhalb lingerer Zeitabstinde zwischen 
den einzelnen Versuchsreihen Schwankungen zu beobachten, welche durch 
minimale unkontrollierbare Anderungen im Ernihrungszustand bedingt sein 
diirften (Wechsel der Jahreszeit?); z. B. beobachteten wir bei 8 weiblichen 
Kontrolltieren, die 24 Stunden gefastet hatten, 4 Stunden nach der Ver- 
fiitterung von 0,1 g Glucose einen durchschnittlichen Glykogengehalt von 
nur 0,094 g-°/, pro 100 g Leber; einen Monat spiiter hingegen zeigten weib- 
liche Ratten gleichen Alters wie die der friitheren Serie unter analogen 
Bedingungen Anstiege bis auf 0,4 g-°/,. Diese Unterschiede fielen aber 
deswegen nicht so sehr ins Gewicht, da die Tiere der einzelnen Versuchs- 
reihen untereinander gleichmiBige Glykogenanstiege erkennen lieBen. Ver- 
gleiche zwischen zeitlich verschieden analysierten Tiergruppen durften aller- 
dings nicht aufgestellt werden. Desgleichen achteten wir strenge darauf, 
da8 keine Durchmischung der einzelnen Wiirfe eintrat und nahmen daher 
von der bisher praktizierten gemeinsamen, nach dem Geschlecht getrennten 
Aufzucht in groBen Sammelkifigen Abstand. Versuchs- und Kontrolltiere 
gehérten somit immer demselben Wurfe an und waren unter vollstindig 
gleichen Lebensbedingungen herangewachsen. 


Der urspriingliche Versuchsplan bestand also darin, junge 
weibliche Ratten nach 24stiindigem Hungern zuerst mit einer 
bestimmten Menge Glucose zu fiittern, um eine gleichmaBige 
Glykogenspeicherung in der Leber zu erzielen; 2 Stunden spiter 
sollten die Versuchstiere Na-Acetat, die Kontrollen Wasser er- 
halten; nach weiteren 4 Stunden (= 6 Stunden nach der Ver- 
abreichung der Glucose) war ihre T'étung vorgesehen. Mit Riick- 
sicht auf die psychische Erregung, die eine 2malige Fiitterung 
trotz aller VorsichtsmaBregeln mit sich brachte, iinderten wir 
unsere Versuchsanordnung in der Weise, da’ Glucose mit Na- 
Acetat gleichzeitig gegeben wurden, waihrend die Kontrolltiere nur 
Glucose erhielten; selbstverstindlich war die Glucosemenge bei 
Versuchs- und Kontrolltieren gleich groB; die Tétung erfolgte 
wieder nach 4 Stunden. 

Zuerst variierten wir an der Hand eines gréBeren Tiermate- 
rials die Konzentration und das Verhiltnis von Glucose und Na- 
acetat zueinander in der verschiedensten Weise, um méglichst 
giinstige Versuchsbedingungen ausfindig zu machen. Der Verab- 
reichung gréBerer Mengen von Zucker war natiirlich eine Grenze 
sezogen, da dieser fiir sich allein einen zu starken Glykogenansatz 
in der Leber bewirkt hiitte; als eine hinreichende Menge erwiesen 
sich unter bestimmten Bedingungen, auf die weiter unten noch 
niher eingegangen werden soll, 0,1 g Glucose. Erst nach diesen 
orientierenden Vorversuchen stellten wir die endgiiltigen Versuchs- 
relhen zusammen. 
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Unsere Versuche fiihrten nun zu dem merkwiirdigen Er- 


gebnis, daB die bloBe Anwesenheit von Kohlehydrat scheinbar 


noch nicht geniigte, um eine Umwandlung von Essigsiure in 
Glykogen zu erméglichen; dieselbe trat vielmehr nur dann ein, 
wenn der Ernahrungszustand der Versuchs- und Kontrolltiere 


ein derartiger war, da$ 0,1 g Glucose — wie aus den Analysen 
der Kontrolltiere hervorging — einen relativ starken Glykogen- 


ansatz in der Leber verursachten. In diesem Falle zeigten die 
Tiere, die Glucose und Na-Acetat erhalten hatten, im allgemeinen 
wesentlich héhere Glykogenwerte als die Kontrollen, die nur mit 
der gleichen Menge Zucker gefiittert worden waren. War hin- 
gegen bei den Kontrollen der Glykogenansatz nur sehr gering, 
dann kam es auch zu keiner Glykogenbildung aus Na-Acetat. 

Aus diesem Grunde verliefen die ersten Versuche mit 0,1 ¢ 
Glucose und 0,1 g Na-Acetat negativ (Tab. I), denn die Kon- 
trollen dieser Versuchsreihe zeigten nur eine minimale Vermeh- 
rung des Leberglykogens auf 0,094 g-°/, pro 100 g Leber; der 
Glykogengehalt war somit von derselben GréBenordnung wie der 
minnlicher Hungerratten, bei denen nach Verfiitterung von 0,2 ¢ 
Na-Acetat ebenfalls keine Glykogenbildung zu konstatieren war; 
bei beiden Versuchsreihen diirfte eben die zur Verfiigung ge- 
standene Zucker- bzw. Glykogenmenge zu gering gewesen sein, 
um die Glykogensynthese im Organismus erfolgreich bewiiltigen 
zu kénnen. 

Ganz anders gestalteten sich die Resultate, als bei einer 
zweiten Versuchsreihe nach Verfiitterung von 0,1 g Glucose und 
0,2 ¢ Na-Acetat die Kontrollratten, die diesmal auch nur 0,1 g 
Glucose erhalten hatten, im Gegensatz zu denen der friiheren 
Versuchsreihe durchschnittliche Anstiege im Leberglykogen bis 
auf 0,4 g-°/, pro 100g Leber aufwiesen. Von 7 Wiirfen, die 
zur Untersuchung gelangten und von denen jeder 2—6 weibliche 
Ratten zihlte, war bei 5 Wiirfen das Leberglykogen der Acetat- 
tiere gegeniiber dem der Kontrollen mehr oder minder stark 
erhéht (Tab. I1[); nur 2 Versuche gaben kein positives Ergebnis. 

Diese Befunde miissen unseres Erachtens in dem Sinne ge- 
wertet werden, daB allem Anscheine nach die Bildung von 
Kohlehydrat aus Essigsiure nur unter besonders giinstigen Be- 
dingungen und bei Anwesenheit hinreichender Glykogenreserven 
in der Leber vollzogen werden kann; aber auch dann bleibt 
dieser UmwandlungsprozeB noch immer mit gewissen Schwierig- 
keiten verbunden, die bei der Priifung dieser Frage im ‘Tier- 
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I. experiment besonders zum Ausdruck kommen. Unter Zugrunde- 
uW legung dieser Beobachtungen konnten daher Versuche mit reiner 
i Fettfiitterung*) oder — wie im Falle der Essigsiiure — Zulagen 
n, yon Na-Acetat zu einer sehr kohlehydratarmen Nahrung (Pons- 
"e ford und Smedley-Maclean) naturgemiB nur zu einem nega- 
n tiven Ergebnis fiihren. Die Notwendigkeit der Anwesenheit von 
> Kohlehydrat bei der Umwandlung von Fett in Zucker ist ja 
e auch, wie wir schon eingangs erwihnt haben, von Geelmuyden 
n immer wieder betont worden. 
it & Zusammenfassend liBt sich sagen, dafs die Annahme eines 
Ye Uberganges von Essigsiure in Kohlehydrat im Organismus be- 
1, rechtigt erscheint. Diese Glykoneogenie erfolgt im Tierexperi- 
ment jedoch scheinbar nur dann, wenn giinstige Bedingungen 
o vorwalten und geniigend groBe Mengen von Kohlehydrat fiir die 


- Synthese zur Verfiigung stehen. Wollte man noch eine weitere 
- SchluBfolgerung ziehen, dann kénnte man daran denken, daB mit 


r Riicksicht auf die Notwendigkeit der Anwesenheit von Kobhle- 
r hydrat dieser Aufbau eher iiber die Zwischenstufe der Acetessig- 
o siure (anschlieBende Ketolbildung?) als iiber die der Bernstein- 


siure zu erfolgen scheint. 


, Experimenteller Teil. 


N A. Methodik. Die jeweils gegebene Menge Na-Acetat (CH,COONa- 
31,0) und Glucose, beides chemisch reine Priiparate, wurden in 2,5 ecm 
H,O gelést und mittels einer Magensonde verabreicht; die Tétung der 


: Tiere sowie die Bestimmung des Leberglykogens erfolgte nach unseren 

friiheren Angaben '’); Blutzucker: Hagedorn-Jensen; Nitroprussidreaktion 

; im Blutplasma und im Harn nach Rothera. 

;, B. Tierversuche. Siimtliche Versuche wurden an _ weiben 

bzw. scheckigen Ratten durchgefiihrt, welche alle unserer eigenen 


Zucht entstammten und unter méglichst gleichmiBigen Lebens- 
bedingungen aufgewachsen waren; das Alter der Tiere betrug 8 
bis 10 Wochen. Die Versuche mit 0,2 g Na-Acetat an minn- 


lichen Ratten (Tab. I) sowie die mit 0,1 g Na-Acetat und 0,1 g 
Glucose an weiblichen Tieren (Tab. Il) gelangten an einem Tier- 
: material zur Durchfihrung, bei dem auf die Zugehérigkeit zu 
: dem gleichen Wurfe keine Riicksicht genommen worden war; hingegen 


gehérten Versuchs- und Kontrolltiere in Tab. II, welche 0,2 ¢ 
| Na-Acetat und 0,1 g Glucose erhalten hatten, demselben Wurfe 


*) Versuche in jiingster Zeit von Kapeller-Adler und Rubin- 
stein?!) 
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an; hierbei wurden weiBe und scheckige Ratten nach Méglichkeit 
gleichmaBig auf Versuchs- und Kontrolltiere verteilt. Die an- 
schlieBenden Tabellen geben die Versuche wieder. 


Tabelle I. 

Leberglykogen bei hungernden minnlichen Ratten 4 Stunden 
nach Verfitterung von 0,2 g Na-Acetat. 

8 Kontrollen: 0,166 g-°/, pro 100 g Leber. 



































Vorperiode _— 
Gewicht | glykogen 
Nr. |Protokoll-| , hone a | Blut- pro 100g] Anmerkung 
Nr. Honpern _ verlust | zucker Leber 
gg § 8 mg-*/o 8-"/o 
319 161 19 | 83 0,032 w. R.*) 
2 320 146 17 81 0,084 sch. R.**) 
3 321 146 15 78 0,089 w. R. 
4 322 149 16 72 0,032 w. R. 
D 323 150 | 17 77 0,018 w. R. 
6 324 156 15 81 0,260 w. R. 
7 325 150 15 75 0,077 sch. R. 
8 326 156 15 82 0,058 sch. R. 
Mittel: 0,081 
*) WeiBe Ratte. **) Scheckige Ratte. 


C. Diskussion der Versuche. Die in ab. I und II enthal- 
tenen Versuche lieBen nach Verfiitterung von Na-Acetat allein 
oder in Verbindung mit Glucose keinen Anstieg im Leber- 
glykogen erkennen; diese negativen Ergebnisse diirften — nach 
den Verhiltnissen bei den Kontrollen zu urteilen — auf die 
niedrigen Glykogenreserven in der Leber zuriickzufiihren sein. 
In Tab. III hingegen zeigten die Versuchsratten von Wurf Nr. 2, 
3, 5 und 7 schéne Anstiege gegeniiber den Kontrollen (+ 0,230, 
+ 0,336, + 0,425 und + 0,185 g-°/, pro 100g Leber); Waurt 
Nr. 1 und 6 lieBen keinen Glykogenansatz erkennen; bei Wurf 
Nr. 4 war infolge des hohensGlykogenwertes der Kontrolltiere 
der Anstieg zu gering, um eindeutig positiv gewertet werden zu 
kénnen; dieser hohe Wert der Kontrollratten diirfte daraut 
zuriickzufiihren sein, daB die Tiere unmittelbar vor der Isolie- 
rung fiir die 24stiindige Hungerperiode aus Versehen nochmals 
frisches Futter erhalten hatten; eine relativ geringere Glykogen- 
einbuBe beim Hungern scheint dann den starken Anstieg bei den 
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Tabelle II. 


Leberglykogen bei hungernden weiblichen Ratten 4 Stunden 
nach Verfiitterung von 0,1 g Glucose und 0,1 g Na-Acetat. 


inom 





nn ae os 
Gewicht glykogen 
Nr. | Protokoll- 9 bed Gewichts-| Blut- pro 100 g | Anmerkung 
Nr. Hungern verlust | zucker Leber 
a a mg-"/, g-°/o 




















A. Versuchstiere. 














226 | 139 | 9 87 0,154 w. R.*) 
2 227 | 164 | 8 87 0,096 sch. R.**) 
3 228 144 | 10 —_ 0,064 w. R. 

4 229 | 160 | 9 96 0,074 sch. R. 
5 230 | 142 | 10 17 0,116 w. R. 

F 231 | 169 | 13 86 0,200 sch. R. 
7 232 | 181 | 14 84 0,050 w. R. 

s 233 | ae 0,056 sch. R. 





Mittel: 0,101 


B. Kontrollen. 4 Stunden nach Verfiitterung von 0,1 g Glucose. 














I 234 | 147 | 12 95 0,063 w. R. 
2 235 | 161 | 14 86 0,090 w. R. 
3 237 | «#147 | 12 84 0,108 w. R. 
4 238 =| «.1387) | 10 — 0,124 sch. R. 
D 239 | #180 | = 12 — 0,154 sch. R. 
6 240 | 142 | 8 — 0,060 sch. R. 
7 241 | #145 | 10 “ 0,065 sch. R. 
8 246 | 138 | 11 91 0,085 w. R. 
Mittel: 0,094 
*) WeiBe Ratte. **) Scheckige Ratte. 


Kontrollen verursacht zu haben (vgl. Einleitung); auch die Ratten 
von Wurf Nr. 6 diirften sich in einem besseren Ernihrungs- 
zustand befunden haben. Die iibrigen Kontrolltiere hingegen 
zeigten nach Verfiitterung von 0,1 g Glucose gleichmiBig erhéhte 
Glykogenwerte von durchschnittlich 0,3—0,4 g-°/, pro 100 g 
Leber. Bei der Beurteilung der Verinderungen im Leberglykogen 
diirfen unseres Erachtens Vergleiche nur zwischen Tieren von 
demselben Wurfe gezogen werden; die diesbeziiglichen Verinde- 
rungen, welche aus der Differenz der Mittelwerte der Versuchs- 
und Kontrolltiere berechnet worden sind, befinden sich in der 
letzten Reihe der Tab. III, wobei Anstiege mit dem positiven 
Vorzeichen versehen worden sind. Kin GroBteil der Versuchs- 
tiere, welche Na-Acetat allein oder in Verbindung mit Glucose 
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Tabelle 
Leberglykogen bei hungernden weiblichen Ratten 4 Stunde, 
A. Kontrollen: 0,1 g Glucose 
é = Vorperiode 7 
_ i. e Gewicht | qo. | | glykogen | 
o ' nach | Blut- | 100g A k 
=) « © |Protokoll-| wichts- | pro & | nmerkung 
: ioe 24 Stdn. | gucker Leber | 
te — | , | 
7%, -_ Nr. _Hungern verlust | | | 
| 8 g | mg, |  g-%o 
1 64 27 | 170 | 12 | 107 | 0892, | wR 
2 65 289 | 159 | 9 | 95 0,176 | sch. R.*) 
291 | 180 8 | 79 0,483 | w. hi. 
| Mittel: 0,329 
"$3 66 298 151 14 | 102 0,250 sch. R. 
299 128 12 | 84 0,426 w. R. 
— Mittel: 0,388 
4-1) 71 304 144 13 | 97 0,624 w. R. 
307 129 8 | 86 0,577 - sch. Rh. 
| Mittel: 0,600 
| | 
5 75 309. |= 128 7 90 0,353 w. kh. 
6 74 837 144 | 16 91 0,550 sch. R. 
7 71 342 5 | 12 80 0,394 sch. R. 
345 a) ; 12 88 0,420 sch. R. 
| Mittel: 0,407 











*) WeiBe Ratte. 

















**) Scheckige Ratte. 


erhalten hatten, zeigten 4 Stunden nach der Verfiitterung im 
alkalisch reagierenden Harn und im Blutplasma eine positive 


Nitroprussidreaktion. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde an hungernden Ratten 
die Frage der Umwandlung von Essigsiure in Kohlehydrat bei 
Gegenwart von Glucose untersucht. 








ung 


TL 


‘nach Verfiitterung von 0,1 g Glucose und 0,2 g Na-Acetat. 
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+) Vgl. den Abschnitt: Diskussion der Versuche. 








B. Versuchstiere: 0,1 g Glucose und 0,2 g Na-Acetat “i. tae 
— ih : a | T Leberglykogen 
orperiod 
q aed _— ee iisianats _|  Leber- (berechnet aus 
Gewicht | Go. glykogen den Mittel- 
| — | Blut- | 100g A ‘k werten der 
r | verlust | ; c 
Nr. | Hungern | es Kontrolltiere) 
ge | ge | mg-%/ g-°/o g-/, 
288 153 | 11 100 0,275, |W R. — 0,117 
290 155 | 18 86 | 0,635 | w.R. 
292 132 10 81 | 0,483 | w.R. 
Mittel: 0,559 | + 0,230 
195 130 10 102 | 0,666 | sch. R. 
196 127 11 102 0,529 | w.R. 
297 136 14 97 | 0,827 | sch. R. 
Mittel: 0,674 | + 0,336 
305 129 o) 93 0,877 | wR. 
806 137 11 95 0,555 w. R. 
Mittel: 0,716 + 0,116 
108 134 11 91 0,705 sch. R. 
310 146 11 82 0,851 w. R. 
: Mittel: 0,778 + 0,425 
338 137 13 | 89 0,640 sch. R. 
339 148 yy 84 0,511 sch. R. 
| Mittel: 0,575 + 0,025 
340 142 1 | 7 | 0,543 sch. R. \ 
S41 | = 146 13s 74 | 0,490 sch. R. 
343 | 148 12 | 91 | 0,582 sch. R. 
Mt 151 12 | 90 | 0,803 sch. R. 
| | | Mittel: 0,592 + 0,185 





Unsere Versuche ergaben, daB die bloBe Anwesenheit von 
Glucose noch nicht geniigte, um eine Glykogenbildung aus Essig- 
siure zu erméglichen; dieselbe trat vielmehr nur dann ein, wenn 
besonders giinstige Bedingungen vorwalteten und dementsprechend 
geniigend groBe Mengen von Kohlehydrat fiir die Gluconeogenie 
zur Verfiigung standen; die Glykogenreserven gewohnlicher minn- 
licher Hungerratten (0,17 g-°/, pro 100 g Leber) erwiesen sich 


hierfiir 


als zu gering. 
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Die kiinstliche Erzeugung eines im Interesse der Glykogen- 


bildung gleichmiBig erhéhten Glykogenspiegels in der Leber 
(0,3—0,4 g-°/, pro 100 g Leber) durch Glucosefiitterung bildete 
die Hauptschwierigkeit bei der experimentellen Priifung dieser Frage, 


Auf Grund unserer Versuche glauben wir den SchluB ziehen 


zu diirfen, daB die Umwandlung von Essigsiiure in Kohlehydrat 
unter giinstigen Bedingungen durchaus im Bereich der Méglich- 
keit liegt. 
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Notiz iiber Glykogenbildung aus Bernsteinsaure. 
Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1933.) 


Fiitterungsversuche mit Na-Acetat’), welche die Frage der 
Umwandlung von Essigsiure in Kohlehydrat zum Gegenstand 
hatten, waren die Veranlassung fiir die vorliegende kurze Mit- 
teilung; denn im Sinne der Wieland-Thunbergschen Dehydrie- 
rungstheorie miiBte eine Glykogenbildung aus Essigsiiure*) iiber 
Bernsteinsiiure, Fumarsiiure, Apfelsiiure, Oxalessigsiiure und Brenz- 
traubensaure?) erfolgen, welche sich im Tierexperiment als Gly- 
kogenbildner erwiesen hat*); in diesem Zusammenhange schien 
es uns daher von Interesse festzustellen, in welchem AusmaBe 
eine Verfiitterung von Bernsteinsiure eine Erhéhung des Glykogen- 
sehaltes in der Leber zu bewirken imstande ist. 


Bernsteinsiure wurde zuerst von Einbeck*) im Muskel nachgewiesen; 
iiber ihr Entstehen aus Essigsiure liegen in der Literatur Versuche in vitro‘), 
an Pilzen*®) und mit Hefe’) vor; bei héher organisierten Lebewesen ist ein 
Beweis fiir ihr Entstehén auf diesem Wege jedoch noch ausstindig; bei 
der Durchstrémung des Muskels mit Essigsiiure fanden Toenniessen und 
Brinkmann§) keine Bildung von Bernsteinsiure; nach Ringer, Frankel 
und Jonas®) fiihrte Bernsteinsiiure bei phlorrhizinvergifteten Tieren zur 
Ausscheidung von Extrazucker; wiihrend unsere eigenen Versuche schon 
im Gange waren, berichteten Ponsford und Smedley-Maclean”) tiber 
eine vermehrte Glykogenbildung in der Leber von Ratten, welche zu einer 
kohlehydratarmen Didt Zulagen von Bernsteinsiure erhalten hatten.**) 


*) Beziiglich der Méglichkeit einer Umwandlung der Essigsiiure in 
Kohlehydrat iiber Acetessigsiiure und anschlieBende Kupplung mit Methyl- 
glyoxal vgl. die voranstehende Arbeit. 

**) Auch Fumarsiure und Apfelsiiure fiihrten nach Angaben dieser 
Autoren unter analogen Bedingungen zu einer Vermehrung des Leber- 
glykogens. 
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Bernsteinsiure kann im Organismus auch noch auf anderem Wege 
entstehen; so beobachteten Toenniessen und Brinkmann’) ihr Auftreten 
bei der Durchstrémung des Muskels mit Brenztraubensiure; weiter lassen 
verschiedene Uberlegungen und in vitro-Versuche yon Miller", Spiro”), 
Clutterbuck und Raper'’) und Smedley-Maclean und Pearce") die 
Bildung von Bernsteinsiure bei Annahme einer 6-Oxydation der Fettsiuren 
nicht ausgeschlossen erscheinen. 

Unsere eigenen Versuche an jungen hungernden miinnlichen 
Ratten ergaben nach Verfiitterung von 0,15 g Bernsteinsiiure einen 
starken Glykogenansatz in der Leber (0,909 g-°/, pro 100 g Leber 
gegenitiber 0,152 g-°/, bei den Kontrollen) und bestiatigten somit 
die Angaben von Ponsford und Smedley-Maclean, welche 


unter anderen Versuchsbedingungen erhalten worden waren. 


Experimenteller Teil. 


A. Methodik. Die Bernsteinsiiure wurde fiir die Verfiitterung in 
2,5 eem H,O gelést und mit der berechneten Menge Na,CO, neutralisiert; 
die Tétung der Tiere und die Bestimmung des Leberglykogens erfolgte 
nach unseren friiheren Angaben"); Blutzucker nach Hagedorn-Jensen. 

B. Tierversuche. Die Versuche wurden an jungen weifen 
bzw. scheckigen minnlichen Ratten durchgefihrt, welche 24 Stunden 
gefastet hatten; die Versuchsdauer betrug 4 Stunden; der in der 
Versuchsperiode ausgeschiedene Harn reagierte stark alkalisch. 
Die anschlieBende Tabelle gibt die Versuche wieder. 


Tabelle. 


Leberglykogen bei hungernden minnlichen Ratten 4 Stunden 
nach Verfiitterung von 0,15 g Bernsteinsiure (neutralisiert 
mit Na,CQ,). 

14 Kontrollen: 0,152 g “lo F pro 100 g Leber. 




















Vorperiode i. 
| Gewicht Mi ‘ BI glykogen 
Nr. | Protokoll- Por | ulnmmel ~ pro 100 g | Anmerkung 
Nn. | 
Nr. | | verlust | zucker Leber 
| | § | mg-"lo g-°lo 
poate. eta | Rd A iA ~ 
1 251 | 158 | 19 65 0,920 sch. R.”) 
2 se "| 181 | "4 87 1,113 w. R.**) 
3 ee ee 15 82 1,141 w. ki. 
4 34 | 116 | 4 |~ 69 0,684 sch. R. 
5 353 | 150 14 76 0,623 w. kh. 
6 354 159 | 15 85 0,977 w. R. 














Mittel: 0,909 


*) Scheckige Ratte. **) WeiBe Ratte. 











Notiz tiber Glykogenbildung aus Bernsteinsiiure. 


Zusammenfassung. 


0,15 g Bernsteinsiure, neutralisiert mit Na,CO,, bewirkten 


bei jungen minnlichen Ratten 4 Stunden nach der Verfiitterung 
einen starken Anstieg des Leberglykogens. 


9, 
10. 
Ee 
12. 
13. 
14. 
15. 
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Uber Glykogenmobilisierung durch Na-Bicarbonat. 


Von 


Richard Stohr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1933.) 


Die Frage, ob Alkali im Organismus durch eine Stérung des 
Kohlehydratstoffwechsels eine Glykogenmobilisierung verursachen 
kann, gewinnt dann Bedeutung, wenn bei Untersuchungen iiber 
Glukoneogenie aus Siuren letztere in Form ihrer Alkalisalze ver- 
fiittert werden. 


Uber hiiufig gleichzeitig auftretende Stirungen des Kohlehydrat- und 
Fettstoffwechsels nach Alkalizufuhr ist schon von verschiedenen Seiten be- 
richtet worden. So fanden Macleod und Knapp’) nach Verabreichung von 
Na-Bicarbonat beim Menschen eine vermehrte Ausscheidung von Milchsiiure 
im Harn. Wigglesworth’) kam bei Ratten zu denselben Ergebnissen und 
beobachtete auerdem bei unveriindertem Gesamtaceton eine starke Zunahme 
der §-Oxybuttersiiure-Fraktion im Harn; alkalische Nahrung sowie Na-Salze 
der Fettsiiuren z.B. Na-Acetat hatten die gleiche Wirkung. Nach Goldblatt’) 
verursachten Zulagen von Alkali zu einer Standard-Diit bei Ratten eine 
wesentliche Verminderung des Glykogenansatzes in der Leber und im Muskel. 
Maignon und Knithakis‘) berichteten iiber die engen Beziehungen zwischen 
vermehrter Ketonkérperausscheidung durch Alkali und Diurese; da8 beim 
gesunden Menschen nach Alkaligaben abnorme Mengen von Ketonkérpern 
im Harn auftreten kénnen, geht aus den zahlreichen Literaturangaben bei 
Levine und Smith’) hervor, auf deren Arbeit wir hiermit verweisen. 

Wiihrend diese Versuche am gesunden Organismus fiir eine tatsichliche 
Beeinflussung des Kohlehydrat- und Fettstoffwechsels durch Alkali sprechen, 
diirfte die vermehrte Ketonkérperausscheidung im Harn des Diabetikers nach 
Verabreichung von Na-Bicarbonat vielleicht hauptsichlich darauf zuriick- 
zufiihren sein, daB das zugefiihrte Alkali in erster Linie zur Neutralisation 
der schon vorhandenen Siiuren verwendet wird, die dann leichter aus- 
geschieden werden kénnen; auf der gleichen Grundlage scheint auch die 
nach Alkaligaben vermehrte Ketonkérperausscheidung bei Fettdiit zu be- 
ruhen, wie sie von Wigglesworth’) und Levine und Smith’) bei Ver- 
suchen an Ratten gefunden worden ist. 


Alle diese Untersuchungen deuteten darauf hin, daB Alkali 
bzw. Na-Bicarbonat im Organismus eine Stérung des Kohlehydrat- 
und Fettstoffwechsels bedingte und auch den normalen Glykogen- 
ansatz in der Leber und im Muskel zu beeinflussen imstande war. 
Besonders die Beobachtungen von Wigglesworth?) mit Na-acetat 
machten es mit Riicksicht auf eigene Versuche mit dieser Sub- 
stanz°) wiinschenswerrt, die Fage niiher zu untersuchen, in welchem 
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AusmaBe bereits bestehende Glykogenvorriite im Organismus 
mobilisiert und abgebaut werden, um durch Bildung von Milch- 
siure die Alkalosis einigermaBen zu kompensieren; dai zu diesem 
Zwecke in gleicher Weise auch Fette in den Abbau mit einbezogen 
werden kénnen (Bildung von Ketonkérper liefernden Fettsiiuren), 
dirfte nach dem oben gesagten leicht verstiindlich sein. 

Zur Prifung dieser Frage verfiitterten wir an junge minn- 
liche Ratten Na-Bicarbonat und verglichen die erhaltenen Werte 
des Leber- und Muskelglykogens mit den entsprechenden Zahlen 
der Kontrolltiere; unsere Versuche ergaben eine deutliche Abnahme 
des Leberglykogens, wihrend das Muskelglykogen entweder un- 
verindert blieb oder nur eine geringe KinbuBe zeigte; die Alkali- 
reserve war bei allen Tieren sehr stark vermehrt. 

Im Anschlu8 an die Ergebnisse dieser Versuche méchten 
wir noch kurz folgende Uberlegung zur Diskussion stellen: Wenn 
man bedenkt, da8 nicht nur Alkali sondern auch Siuren*) eine 
Mobilisierung des Leberglykogens verursachen kénnen, dann ist 
vielleicht die Annahme nicht ganz unberechtigt, daf im tierischen 
Organismus den Kohlehydraten neben ihrer eigentlichen Aufgabe, 
Nihrstoff zu sein, auch eine gewisse Rolle als Puffersubstanz fiir 
die Aufrechterhaltung des Siure-Basen-Gleichgewichts zukommt; 
diese Rolle wire in dem Sinne aufzufassen, daB einerseits bei 
einer Uberschwemmung mit Alkali Kohlehydrat zu Milchsiiure ab- 
gebaut werden kann, um auf diesem Wege die Alkalosis zu kom- 
pensieren; andererseits wire bei einer Siuerung durch gesteigerten 
Fettabbau dem Organismus wiederum die Méglichkeit gegeben, 
Kohlehydrat zu Methylglyoxal abzubauen und dieses mit Acetessig- 
siiure zu kuppeln (Bildung von ,,Ketol“: 3-Oxyacetonylaceton nach 
Henze’)?), um auf diesem Wege durch anschlieBende Glykogen- 
bildung!*) die Acidosis unschiidlich zu machen. 


Experimenteller Teil. 

A. Methodik. 0,2 bzw. 0,5 g Na-Bicarbonat wurden in 2,5 cem Wasser 
suspendiert und mit Hilfe einer Magensonde den Tieren einverleibt; die 
Kontrolien erhielten Wasser allein; die Tétung der Tiere und die Bestim- 
mung des Leber- und Muskelglykogens erfolgte nach unseren friiheren An- 
gaben."') Alkalireserve nach van Slyke; Blutzucker nach Hagedorn- 
Jensen; Nitroprussidreaktion im Harn und im Blutplasma nach Rothera. 

B. Tierversuche. Die Versuche fiihrten wir an jungen 
weiBen bzw. scheckigen mannlichen Ratten aus, welche 24 Stunden 


gefastet hatten; die Tétung erfolgte 3 Stunden nach der Fiitterung; 





*) Vgl. die Arbeiten von Elias’) und Stéhr’). 
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es wurden 2 Versuchsreihen mit 0,2 und 0,5 g Na-Bicarbonat 
aufgestellt; simtliche Versuchstiere schieden einen stark alkali- 
schen Harn aus, der nur in wenigen Fillen keine positive Nitro- 
prussidreaktion zeigte; desgleichen war auch im Blutplasma, soweit 
darauf gepriift worden war, die Rotheraprobe positiv. 

Unsere Versuche fiihrten zu folgenden Ergebnissen; Leber- 
glykogen: 0,052 und 0,115 g-°/, pro 100 g Leber (Kontrollen: 
0,166 g-°/,), Muskelglykogen: 0,129 und 0,144 g-°/, pro 100 g 
,Kérpergewicht“*) (Kontrollen: 0,142 g-°/,) und Alkalireserve: 
82,2 und 97,8 ccm (Kontrollen: 64,6 ccm); diese Zahlen sind 
das Mittel aus den einzelnen Versuchsreihen. Die nebenstehende 
Tabelle gibt die Versuche wieder. 


Zusammenfassung. 

0,2 bzw. 0,5 g Na-Bicarbonat verursachten 3 Stunden nach der 
Verfiitterung bei hungernden miinnlichen Ratten eine deutliche 
Abnahme des Leberglykogens; das Muskelglykogen blieb hierbei 
entweder unveriindert oder zeigte nur eine geringe Kinbufe, die 
kaum als Ausdruck einer Glykogenmobilisierung gewertet werden darf. 

Die Mobilisierung des Leberglykogens (und dadurch bedingte 
Bildung von Milchsiure) diirfte als Abwehrreaktion gegen die 
Alkalosis aufzufassen sein, welche in den hohen Werten der 
Alkalireserve zum Ausdruck kommt; es wurde die Méglichkeit 
einer Regelung des Siiure-Basen-Gleichgewichtes durch Abbau von 
Kohlehydrat zur Diskussion gestellt. 

Die Verminderung des Leberglykogens durch Alkaliwirkung 
kann unter Umstinden bei Fragen iiber Gluconeogenie aus den 
Na-Salzen von Siuren Bedeutung gewinnen und eine Beriick- 
sichtigung verlangen. 
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*) Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung des Magens und 
Darmes. 
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Uber die Ausscheidung von Eisen im menschlichen Harn 
unter physiologischen und pathologischen Verhaltnissen. 
Von 


F. Lanyar, H. Lieb und A. Verdino. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1933.) 


Fiir die Untersuchung des Eisenstoffwechsels ist es von 
Wichtigkeit, festzustellen, inwieweit die Nieren bei der Eisen- 
ausscheidung eine Rolle spielen. Die von alteren Autoren ge- 
fundenen Werte fiir die unter physiologischen Verhiiltnissen in 
24 Stunden im Harn ausgeschiedenen Kisenmengen schwankten 
infolge mangelhafter Methodik betrichtlich, Es wurden bis zu 


11 mg Eisen gefunden.') Spiter gab Neumann?) die mit einer 


verbesserten Methode gefundenen Werte fiir das Harneisen mit 
durchschnittlich 1mg an. In der neuesten Zeit hat sich 
W. Lintzel*) mit dieser Frage eingehend beschiftigt und auch 
eine neue colorimetrische Methode ausgearbeitet, welche noch 


0,005 mg Eisen in der Analyse zu bestimmen gestattet. Auf 


Grund seiner Untersuchungen kam er zu dem SchluB, daf im 
normalen Menschenharn kein Eisen enthalten ist und daB die 
Niere unter physiologischen Bedingungen als Organ der Eisen- 
ausscheidung nicht in Frage kommt. Diese Annahme wurde von 
Henriques und Rolland‘) bestritten, welche mit der Titan- 
methode 0,08—0,32 mg Eisen pro Tag im Harn fanden. Diese 
Mengen sind zwar wesentlich geringer als die von friiheren 
Autoren gefundenen, kénnen aber durch Beimengung von Harn- 
epithelien und Leukocyten nicht ohne weiteres erklirt werden. 
Lintzel®) fiihrt ihre héheren Werte auf gewisse Fehler der von 





1) W. Lintzel, Ergebnisse d. Physiol. $1, 844 (1931). Die Literatur 


ist dort bis zum Jahre 1929 beriicksichtigt und zitiert. 
*) Diese Z. 37, 114 (1902). 
8) Z. Biol. a) 88, 289 (1925); b) 87, 164 (1928). 
*) Biochem. Z. 201, 479 (1928). 
5) Z. Biol. 89, 350 (1929). 
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ibnen verwendeten Methodik zuriick. Nach den letzten Unter- 
suchungen dieses Autors ist die Menge des Kisens im normalen, 
zellarmen Harn minnlicher Personen geringer als 0,02 mg pro 
Liter. Nach Lintzels Methode kénnen noch auBerordentlich 
geringe Mengen von Eisen erfaBt werden. Line derartige Ge- 
nauigkeit ist schon deshalb von Bedeutung, weil bei der Unter- 
suchung des Hisenstoffwechsels in der Regel nur sehr kleine 
Kisenmengen in Betracht kommen; betriigt doch nach Lintzel 
der tiigliche EKisenbedarf des Erwachsenen unter normalen Ver- 
hiltnissen weniger als 0,9 mg. 

Lintzel (Anm. 1 8. 876), konnte auch dann im Harn kein 
Eisen nachweisen, wenn er 50 mg Eisen in Salzform per os zu- 
fiihrte; nur nach Zufuhr von Ferrocyankalium erschienen geringe 
Mengen von Kisen im Harn. Dagegen hat eine Reihe von 
Autoren — in der Regel bei Tieren — nach parenteraler Kisen- 
gufubr gréBere Mengen von Kisen im Harn nachweisen kénnen 
(Anm. 1, 8. 875). In zahlreichen Arbeiten wird auch iiber die 
Vermehrung des Harneisens unter pathologischen Verhiltnissen 
berichtet. Mit einwandfreien Methoden ist jedoch, wie Lintzel 
in seiner Zusammenfassung sagt, die Frage, ob bei Krankheiten 
eine Kisenausscheidung im Harn stattfindet, bisher noch nicht 
untersucht worden. 

Die von Lintzel (3b) angegebenen Methoden der EHisen- 
bestimmung und die von ihm erhaltenen Ergebnisse wurden von 
uns zunaichst im Harn gesunder Manner gepriift. Ferner wurde je 
ein Kisensalz und ein kolloidales Kisenpriiparat in verschiedenen 
Mengen intravenés injiziert und die Eisenausscheidung im Harn 
beobachtet. SchlieBlich haben wir bei einer Reihe von Erkran- 
kungen den Harn auf seinen Kisengehalt untersucht. 


Methodik. 


Zur Bestimmung des Eisens im Harn wandten wir die von Lintzel 
angegebene colorimetrische Methode an, durch die noch 0,005 mg Fe erfaBt 
werden kénnen. Die Veraschung des Harnes nahmen wir jedoch nicht 
durch nasse Verbrennung mit Schwefelsiure-Salpetersiiure nach Neumann, 
sondern auf trocknem Wege nach Stolte’) vor, ohne damit zu sagen, dab 
diese Art der Verarbeitung etwa vorteilhafter wire. Bei der Verarbeitung 
wurden selbstverstindlich alle MaBnahmen getroffen, um jede Verunreini- 
gung durch Staub hintanzuhalten. Um dabei im Blindversuch vdllig nega- 
tive Ergebnisse zu erzielen, erwies es sich in unserem Laboratorium sogar 


6) Biochem. Z. 85, 104 (1911). 
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Gas durch eine lingere Watteschicht zu filtrieren, um Verunreinigungen 
der Probe durch eisenhaltigen Staub zu verhindern. 

Zur Bestimmung wurden 500 ccm Harn in einer Platinschale auf dem 
Wasserbade eingeengt, diese dann in eine gréBere Porzellanschale gestellt 
und iiber einer freien Flamme langsam zur Trockne gebracht. Dann erst 
wurde die Platinschale iiber freier Flamme erhitzt und der Inhalt verkohit. 
Zur volligen Verbrennung der Kohle wurde der Riickstand mit 2 ccm 
Schwefelsiure befeuchtet und wieder langsam abgeraucht und gegliiht. 
Diese Behandlung wurde allenfalls noch einmal wiederholt. Der reinweike 
Riickstand wurde dann in 10 cem Wasser und 2 cem Schwefelsiure auf dem 
Wasserbade gelést und nach Lintzel weiter verarbeitet (3b S. 165). 

Nach dieser Methode konnten auch wir im normalen Harne yon 
Miinnern kein Eisen nachweisen. Jedenfalls mu8 seine Menge geringer als 
0,01 mg sein. Um den Nachweis zu erbringen, daB beim Veraschen kein 
Eisen verlorengeht, wurden kleine Mengen von Eisenchlorid dem normalen 
Harn zugesetzt. Wie folgende Tabelle zeigt, wurde die zugesetzte Hisen- 
menge wiedergefunden mit einem gréBten Fehler von + 9°/). 














Tabelle 1. 

mg Fe, 500 ccm FP f , 

am sagenotat mg Fe gef. Differenz 
1 0,192 0,183 — 0,009 
2 0,097 0,103 + 0,006 
3 0,097 0,104 +0,007 
4 0,049 0,051 +0,002 
5 0,024 0,025 +0,001 
6 0,012 0,011 — 0,001 
7 0,012 0,013 +0,001 











Um einen Anhaltspunkt dariiber zu erhalten, welche Hisen- 
menge intravenés einverleibt werden muf, bis es zur Ausschei- 
dung durch die Niere kommt, injizierten wir gesunden Personen 
zwei zu therapeutischen Zwecken im Handel befindliche Hisen- 
praiparate, und zwar a) Ferriammoniumcitrat und b) das kolloidale 
Kisenpriparat ,,Eisen-Diasporal (Klopfer)* in steigender Menge. 
Die folgende Tab. 2 zeigt, daB vom EKisensalz schon eine Menge, 
entsprechend 1,5—2 mg Hisen, in die Blutbahn gebracht, zu 
einer bereits nachweisbaren LEisenausscheidung fiihrt. Vom 
kolloidalen Eisen fithrt die Einverleibung von 2 mg Eisen noch 
zu keiner nachweisbaren Ausscheidung. Erst bei Zufuhr von 
4 mg lieBen sich in einigen Versuchen Spuren von Eisen nach- 
weisen. 

Uber den Eisengehalt des Harnes bei verschiedenen Er- 
krankungen haben A.Neumann und A. Maier’) ausfihrlich 





7) Diese Z. 87, 143 (1902—1903). 
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Tabelle 2. 


a als Ferriammoniumcitrat, b als Diasporal (Klopfer). 





























Fe-Gehalt des nach Fe-Gehalt des nach 
: r der 1. Stunde der 2. Stunde 
Versucns- —— entleerten Harnes entleerten Harnes 
person injiziert = |- " 
Harnmenge) Fe Harnmenge no Fe 
ccm 8 cem iii 
J.W. 1 1,56 a 37 Spur 74 0 
2 1,87 a 70 0,03 70 0 
3 3,12 a 210 | 0,057 72 0 
4 6,24 a 180 | 0,097 25 0,01 
M.L. 1 0,78 a 100 0,04 28 0,014 
2 1,56 a 230 0,01 14 | O 
3 3,124 300 0,02 37 «=| COO 
4 3,12 a 125 0,04 90 | 0 
R. 1 8b 200 | 0,005 250 Spur 
Ba. -4 12b 48 | 0,076 65 0,04 
W. 1 2b 55 0 26 | 0 
2 2b 43 0 
3 2b 65 0 
4 4b 26 0,01 106 0 
5 4b 70 0 95 0 
6 4b 60 0,01 48 0 
7 8b 110 | 0,075 40 | 0,08 
8 8b 57 =| ~— 0,036 ae 











berichtet. Sie fanden bei fieberhaften Erkrankungen (l'yphus, 
Erysipel), bei Leber- und Nierenerkrankungen, Trunksucht, Dia- 
betes und einigen anderen eine deutliche Vermehrung des Harn- 
eisens (bis zu 8 mg in 24 Stunden). Zunachst untersuchten wir 
den Harn eines hochfiebernden (40° C), an Grippe erkrankten 
10jihrigen Knaben. Bei Verarbeitung von 500 und von 350 ccm 
Harn war keine Spur von Eisen nachweisbar. 

Dann untersuchten wir die Hisenausscheidung in zwei typi- 
schen Fallen von chronischer Nephrose mit reichlicher 
KiweiBausscheidung — in einem Fall bis zu 12°/,,, im anderen 
bis zu 5°/,, — und entsprechendem Sedimentbefund. Die vor 
der Untersuchung ausgefiihrte Priifung auf rote Blutkérperchen 
und Blutfarbstoff war negativ. Im ersten Falle wurden zunichst 
500 com Harn ohne vorherige Entfernung des Eiweifes direkt 
verascht; es wurde 0,102 mg Eisen gefunden. Spiter wurde die 
Kisenbestimmung in 360 ccm Harn durchgefiihrt, der vorher 
durch Hitzekoagulation enteiweiBt worden war. Jetzt war keine 
Spur yon Eisen nachweisbar. Die nachgewiesene geringe Kisen- 
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menge bei Verarbeitung des nicht enteiweiSten Harnes ist wahr- 
scheinlich auf die groBe Zahl der zelligen Elemente, die dieser 
Harn enthielt, zuriickzufiihren. Bei der EnteiweiBung wurden 
diese mitgerissen und das Filtrat erwies sich daher als eisenfrei, 
In einem zweiten Fall wurden 500 ccm Harn ebenfalls ohne 
EnteiweiBung verarbeitet und ergaben einen EHisengehalt von 
0,048 mg. 

Besonders bemerkenswert ist das Ergebnis der Arbeit der 
oben erwdhnten Autoren iiber den Zusammenhang zwischen 
Zucker und Eisenausscheidung. Sie fanden, daB auf je 100 ¢ 
Zucker etwa 2,5 mg Eisen ausgeschieden werden. Daher sahen 
wir uns veranlaBt, auch einige Diabetikerfaille auf Kisenausschei- 
dung im Harn zu untersuchen. Die folgende Tab. 3 zeigt, daf 
auch im Diabetikerharn nach der Methode von Lintzel kein 


Eisen nachweisbar ist. 
Tabelle 3. 






































cem ver- : 
Versuchs- | arbeiteter ; ison Bemerkungen 
person Harn im Harn 
F. St. 1 500 0 7°/, Zucker, Acetonkérper vorhanden 
2 500 0 Zucker vor der Fe-Bestimmung ver- 
- ee 
H.G. 1 500 0 2,7°/, Zucker. Zucker vor der Fe- 
9 500 0 Bestimmung vergoren 
K.Sch. 1 500 0 5°/, Zucker, kein Aceton. Zucker 
9 500 0 vor der Fe-Bestimmung vergoren 








Von anderen Autoren wurde iiber die vermehrte Hisenaus- 
scheidung bei Blutkrankheiten berichtet. So fanden A beles’*) 
und Gordon’) bei Erythrocytosis vera, ferner W. Hunter, 
Damaskin, Hopkins, Hiick?°) und andere bei perniciéser 
Animie das Harneisen deutlich vermehrt. Nur Quecken- 
stedt') konnte bei seinen umfangreichen Untersuchungen iiber 
den Eisenstoffwechsel bei dieser Erkrankung keine wesentliche 
Vermehrung des Harneisens feststellen. 

Nach unseren Untersuchungen ist, wie aus der T'ab. 4 her- 
vorgeht, auch bei Blutkrankheiten das Eisen im Harn entweder 


8) Z. klin. Med. 59, 510 (1906). 

®) 7. klin. Med. 68, 9 (1909). 

10) Aus Handbuch Schittenhelm (1925), H. Hirschfeld, Die Poly- 
cythimie. 
11) Z. klin. Med. 79, 49 (1914). 
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1) EK. Epstein u. J. Kretz, Klin. Wschr. 9, 1177 (1930). 





Tabelle 4. 
Bluterkrankungen. 
eem ver-| 
arbeiteter _ Bemerkungen 
Krankheit Versuchs Harn im . f 6 
person ausTages-| Ham zur Kennzeichnung des Falles 
menge 
J.K. 1 500 0 52 jiihr. Mann, korr. Hb = 125 °/,; 
2 500 0 R.= 7,130 000; F.1I.= 0,9; Blut- 
druck = 150/125 mm Hg 
L. B. 1 500 0 66 jihr. Mann, korr. Hb = 125 °/,; 
2 500 0 R.= 7,400 000; F. I.= 0,8; Blut- 
3 500 0 druck = 145mm Hg 
Erythro- H. B. 1 500 0 45 jiihr. Frau, korr. Hb = 143°/,; 
tit 2 500 0 R. = 7,040 000; F.I.= 1; Blut- 
Htosis vera! derselbe Fall druck = 137/115 mm Hg 
(\Vaquez- |1 /. Jahr spiiter 
irkrankung) 3 500 0 Korr. Hb = 119 °/,; R. = 8,590000; 
4 400 0 F. 1.=0,7; Blutdr.= 140/123 mm Hg 
NH 490 0 Frau, korr. Hb = 100 ls R. = 
6,650 000, F.I. = 0,8 
M.F. 1 500 | O | 63jahr. Mann, korr. Hb = 100°/,; 
2 375 0 R. = 6,900 000; F. I. = 0,7; Blut- 
druck = 280 mm Hg (Geisbéck- 
..... 
oe | 500 Spur Thrombocytenvermehrung 
—_— a 2 500 unter 1,800 000—2,220 000 im mm’. 
- 0,005 mg 
® ythiimie ™) } 500 Spur 
4 500 0 
fy 500 Spur 39 jihr. Mann, korr. Hb = 45°; 
2 250 unter R. = 1,510 000; F.L = 1,5 
9,005mg to sis 
A. B. 1 500 0 42 jihr. Mann, korr. Hb = 26 °/,; 
_— 2 500 0 R. = 1,200 000; F.I. = 1,1 
Perniciése ened Ridiainaiiisediabonicacaxs Re IN RRS : - 
Animie J. W. 1 500 0 56 jiihr. Mann, korr. Hb = 37 °/); 
_ 2 500 geringe R. = 1,500 000; F.I. = 1,2 
a: a A ae een 
a.m 1 500 0 51 jihr. Mann, korr. Hb = 45 °/,; 
2 500 0 R. = 1,900 000; F.I. = 1,2 
3 500 0 
Hiimo- F. H. 500 0 50 jiihr. Mann, korr. Hb = 65 °/,; 
lytischer R. = 3,570 000; F. I.=0,9; groBer 
Ikterus Milztumor 
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iiberhaupt nicht oder nur in Spuren, d. h. unter 0,005 mg nach- 
welsbar. 

Auf Grund der allerdings nicht sehr zahlreichen Unter. 
suchungen kann abschlieBend gesagt werden, daB die Nieren 
auch beim kranken Organismus als Ausscheidungsorgan des 
Eisens nicht in Betracht kommen. 


Zusammenfassung. 


Die Angaben W. Lintzels, daB der normale menschliche 
Harn kein Eisen enthalt (weniger als 0,01 mg im Liter), werden 
bestitigt. Es kommen. also die Nieren fiir die Kisenausschei- 
dung nicht in Betracht. 

Nur bei parenteraler Einverleibung von Eisen kann es zu 
einer Ausscheidung durch die Nieren kommen. Bei intraveniser 
Injektion von Ferri-Ammoniumcitrat tritt erst bei einer Menge 
entsprechend 1,5—2 mg Hisen eine eben noch nachweisbare 
Ausscheidung durch die Niere auf. Bei Verwendung eines 
kolloidalen Eisenpriparates liegt jedoch diese Grenze erst bei 
4 mg Eisen. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen ilterer Untersucher wird 
gezeigt, daB auch bei einer Reihe von Erkrankungen, selbst bei 
Blutkrankheiten (fieberhafte Erkrankung, Diabetes, Erythrocytosis 
vera, Animia perniciosa, Ikterus himolyticus, wahrscheinlich 
auch Nephrose), die Nieren kein Kisen ausscheiden. 



























Physiologische Versuche tiber Vitamin C (Ascorbinsaure) 
und Redukton (Enol-Tartronaldehyd). 
Von 
Hans von Euler und Erika Klussmann. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1933.) 





Nebennieren enthalten mehrere physiologisch wichtige Stoffe, 
yon denen das Adrenalin zuerst bekannt wurde; Adrenalin ist fast 
vollstiindig im Mark dieses Organs konzentriert. Vor einigen Jahren 
iss es dann Szent-Gydérgyi gelungen, aus Nebennieren eine 
weitere, auBerordentlich interessante Substanz zu isolieren, welche 
sich im Verlauf der weiteren Forschung als das C-Vitamin erwiesen 
hat, und nach dem Vorschlag dieses Forschers nunmehr als As- 
corbinsiiure bezeichnet wird. Die Ascorbinsiure, fiir welche bereits 
Szent-Gyérgyi die Zusammensetzung C,H,O, richtig angegeben 
hat, ist nunmehr durch Arbeiten von Hirst und Reynolds, 
Svirbely, v.Vargha und besonders durch die Untersuchungen von 
Karrer') und Micheel?) eingehend untersucht. Man kann sie 
nunmehr nach dem Vorgang von Szent-Gyérgyi’) in groBem Mab- 
stabe aus Paprika (Capsicum annuum) gewinnen. Wir verdanken 
Herrn Prof.Szent-Gyérgyi eine gréBere Menge des reinen 
Priparates. Die in chemischer Hinsicht auffallendste Kigenschaft 
dieser Substanz ist ihr auBerordentlich hohes Reduktionsvermiégen, 
auf Grund dessen sie imstande ist, Kupfer in saurer Lésung und 
Farbstoffe, z. B, der Phenol—Indophenol-Gruppe zu reduzieren. 

In physiologischer Hinsicht war es zunichst von Interesse, 
die Verteilung der Ascorbinsiure im Tierkérper genauer kennen 
zu lernen als dies frither der Fall war. Wie sich bald heraus- 
vestellt und dann in vielen Versuchen bestiitigt hat, ist von allen 





1) Karrer, Viertelj. naturforsch. Ges. Ziirich 78, 9 (1932). — Karrer, 
Salomon, Morf u. Schépp, Biochem. Z. 258, 4 (1933). 

*) Micheel, Naturw. 21, 63 (1933). — Micheel u. Kraft, Diese Z, 
215, 215 (1933). 
°) Szent-Gyérgyi, Nature 131, 225 (1933). 
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Organen héherer Tiere die Nebenniere das an C-Vitamin 
reichste, und zwar ist der C-Vitamingehalt in der Rinde 
konzentriert,/) Die Rinde der Nebennieren fand der eine von 
uns”) auch besonders reich an Carotin und Vitamin A, ein Befund, 
der unabhingig von Netter’) bestitigt wurde. Dieser hohe As- 
corbinsiiuregehalt der Nebennieren, sowie eines weiteren Organs, 


nimlich das Thymus, gibt sich durch den hohen Titrationswert | 


der betreffenden Extrakte gegeniiber 2,6-Dichlorphenol-Indophenol 
zu erkennen. 

Wie wir bereits in unserer ersten Mitteilung betont haben, 
unterscheidet sich die Reduktion dieser Extrakte deutlich von der- 
jenigen durch andere Organextrakte und Ko6rperfliissigkeiten. In 


einer Weise, auf welche Tillmans u. Mitarb.*) aufmerksam gemacht | 


hat, entfarben Extrakte von Muskel, Leber usw. den genannten 
Phenol—Idophenol-Farbstoff ,,ziehend“, also verhiltnismiBig lang- 
sam, bis zu einem nicht immer scharf zu erkennenden Endwert. 
An der Reduktion durch diese Organe sind vermutlich auBer 
Ascorbinséure noch andere Stoffe beteiligt. Allerdings sind unter 
den bekannten Inhaltstoffen der Organe bis jetzt keine gefunden 
worden, welche einen auch nur annihernd so grofen Reduktions- 
wert besitzen wiirden wie Ascorbinsiure. Nur bei Glutathion hat 
sich eine geringe Reduktion ergeben. Das durch Alkali aus ein- 
fachen Zuckerarten dargestellte Redukton, welches an Reduktions- 
fihigkeit die Ascorbinsiure noch weit iibertrifft, ist bis jetzt aus 
tierischen Geweben nicht isoliert worden. 

Halt man sich also unter Beriicksichtigung der oben er- 
wihnten Tatsache an die Reduktionsfihigkeit der Organextrakte 
gegeniiber 2,6-Dichlorphenol-Indophenol, so erhalt man nachfolgende 
Tab. 1. 

VerhiltnismiBig stark reduziert die Leber der verschiedenen 
untersuchten Tiere, aber auch die Extrakte dieses Organes ,,ziehen“ 
bei der Titration mit dem Phenol—Indophenol-Farbstoff; es ist 
also keinesfalls die reine Ascorbinsiiure, welche reduziert. Hinige 
dieser Organe sind hier auch hinsichtlich ihrer Sauerstoffzehrung 
im Warburgapparat untersucht worden, es haben sich aber keine 
ausgesprochenen Parallelitaten zwischen den Atmungskoeffizienten 
und den hier mitgeteilten Titrationswerten ergeben. 





1) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 2. 


*) Euler, Scientia, Oktober 1931. 
5) Bailly u. Netter, C.r. Acad. Sci. 193, 961 (1931). 


‘) Reinshagen, Diss. Frankfurt, 1927. 
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Tabelle 1. 


Reduzierende Wirkung am Phenol-indophenol-Indicator 
verschiedener Organe. 

















Relativer Titrations- 
Organ Organ stammend von wert von Ph.-Ind. 
ani abn per g Orga aa 
Thymus Kaninchen (junges) . . . . . 1,4—2.6 
” (ilteres) . . . . . 0,5 
eee 1,2 
Leber Oe ee 2,2 
Kaninchen . . 1,2 
Meerschweinchen (normal) . pus 0,87 
- _— een 0,9 
Zander . > #2 0,3 
Ratte (normal) . . 0,5 
» (nit C- UberschuB . 0,5 
Taube... ; 1,6 
Mensch (normales “Lebergewebe) 1,43 
‘ (Krebs- Metastasgew.) 1,06 
sehirn Kuh . 0,2 
Kalb ek ao 2 Rs 0,4 
RS ee ee 0,32 
mee... Pe we 0,36 
Meerschweinchen yn he aw als 0,12, 0,15 
Milz a «ae ek & ae we 0,3 
ee ee ae 0,42 
Pankreas ae ee ee 0,4 
Euter ee 0,34 
Muskelfleisch Ratte ... RAYS pone 0,055 
Meerschweinchen . . . . . . 0,04 
ee eee 0,03 
Blutserum Ochs. . ee a aoe 0 
Mensch (normal) ae eee 0 
» GiBBRpOle. . . 1... 0 
Follikelsaft ee a a 0 
Milch Le ae 0,03 
a 0,03 








Die héchsten Reduktionswerte fanden wir bei Thymus 
junger Tiere. Diesem Organ, welches bekanntlich seine wesent- 
liche Aufgabe in friihen Lebensperioden erfiillt, wird seit lingerer 
Zeit ein wachstumsfordernder Einflu8 auf junge Siugetiere zu- 
geschrieben, ohne daB Ektomien entscheidende Beweise hiitten 
erbringen kénnen. 

Es erschien uns von Interesse festzustellen, welche Kost die 
Thymusdriise zu erginzen imstande ist, um einen Anhaltspunkt 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX VII. 12 
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dariiber zu gewinnen, zu welcher Vitamingruppe der Wachstums- 
stoff, welchen Asher’) Thymocrescin genannt hat, in Beziehung 
steht. Die diesbeziiglichen Versuche dieses Institutes sind noch 
nicht abgeschlossen. Erwihnt sei nur, daf fiir Ratten, deren 
Grundkost Casein, Gluton, gehirtetes Arachidél, Reisstirke und 
Salzmischung durch A-, C- und D-Vitamin erginzt wurde, welche 
also keinen B-Vitaminzusatz zur Grundkost erhielten, 2 g roher 
Kalbsthymus eine ausreichende Tagesdose war. Der nichst- 
liegende SchluB ist also, daB diese 2 g Thymus die erforderliche 
Menge von Vitaminen der B-Gruppe enthielten. Gab man den 
Tieren zur Grundkost auber den Vitaminen A, C und D (Carotin, 
Citronensaft und Vigantol) auch noch die B-Gruppe in Form von 
Trockenhefe, so wurde durch eine ‘l'agesdose von 2 g frischem Kalbs- 
thymus keine erhebliche Steigerung der tiglichen Kérpergewichts- 
zunahme hervorgerufen. Damit soll natiirlich noch nichts iiber 
die Besonderheit des Thymocrescins ausgesagt werden. 

Man findet in der Literatur vielfach Hinweise auf Beziehungen 
zwischen Thymus und Nebennieren. 

Wie schon eingangs erwihnt, fanden wir die Rinde der 
Nebennieren als das Vitamin C-reichste Gewebe, und dieser Befund 
hat neuerdings wertvolle Bestiitigungen durch Harris und Ray’) 
sowie durch Zilva*) erfahren. Diese Tatsache ergab sich nicht 
nur beim Rind, sondern auch beim Kaninchen, bei der Ratte und 
— was uns besonders interessiert hat — beim Meerschweinchen. 

Meerschweinchen zeichnen sich durch groBe Empfindlichkeit 
gegen C-Vitaminmangel aus; ihre C-Vitaminbilanz unterscheidet 
sich offenbar sehr stark von derjenigen der Ratte.*) Wie aus 
der folgenden Tabelle hervorgeht, nimmt nun der C-Vitamin- 
gehalt der Nebennieren des Meerschweinchens stark ab, 
wenn das Tier durch C-Mangel in der Nahrung skor- 
butisch wird. Ferner steigt der C-Gehalt der Neben- 
nieren nach Injektion der Szent-Gyérgyischen Ascorbin- 
siure stark an.}) 


1) Asher, Endokrinologie 7, 321 (1930). 

*) Harris u. Ray, Biochemic. J. 26, 2067 (1932). 

*) Zilva, Biochemie. J. 26, 2182 (1932). 

4) Uber den EinfluB der Kost auf den Skorbut der Meerschweinchen 
vgl. Simola, Acta Soc. Med. Fenn. Duodecim Ser. A. 16, 1 (1932). 

5) Euler u. Klussmann, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr.7 
(1933). Zum Chemismus der Adrenalinwirkung: Edlbacher u. Kraus, 
Diese Z. 178, 240 (1928). 
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Tabelle 2. 
Ascorbinsduregehalt der Nebennieren bei verschiedenen Tieren 
und unter verschiedenen Bedingungen. 




















Tier Relativ. Titrationswert 
v. Ph.-Ind. per g Organ 
A ea ae ae a gy 4,4 
Meerschweinchen 
Ee ee ee 3—3,6 
b) Skorbutisch ‘4 Aes 0,6—1 
Nach Methylenblauinjektion (2 cem). piv 3 1,5—1,6 
d) Nach Adrenalininjektion (4 mg 2mal) . — 1,9 
e) Nach Ascorbinsiureinjektion (2mg 4mal) . 4,9 
7 & " (20mg 2mal) . 3,1 
Ratte 
a) Normal. . . , 8,7 
b) Nach Ascorbinsiureinjektion (20 mg 1 mal) . 9,64—11,1 
Kaninchen 
a) Normal. . ; 3,8—6,5 
b) Nach 3- -wéchigem C-Uberschu8 zur Kost. . 9,4 


Die Wirkung der Ascorbinsiureinjektionen ist offenbar grofen 
Schwankungen unterworfen, wie die Versuche e) und f) der obigen 
Tabelle zeigen. Die sehr viel gréBere Dosis (2mal 20 mg) hat 
eine kleinere Erhéhung des Titrationswertes (Ascorbinsiuregehaltes) 
in den Nebennieren hervorgerufen als die kleinere (2 mg 4mal). 

Bemerkenswert scheint uns ferner der Befund, daB der 
Vitamin C-Gehalt der Nebennieren des Meerschweinchens stark 
zuriickgeht, wenn dem Tier 2 Stunden vorher Adrenalin injiziert 
wurde.’) Die Adrenalinmengen waren bei unserem Versuch aller- 
dings recht hoch: Im Ganzen 8 mg. 

Wie spiter mitzuteilende Versuche von U. v. Euler ergeben 
haben, ist der Adrenalingehalt der Nebennieren skorbutischer 
Meerschweinchen auffallend niedrig. Dabei ist der Adrenalingehalt 
per g Nebennieren berechnet. Die Nebennieren werden beim 
Skorbut regelmaBig vergréBert gefunden. 

Die Tatsache der gleichzeitigen Abnahme von Ascorbin- 
siure und Adrenalin bei Skorbut deutet unserer Meinung nach 
auf die nahe physiologische Beziehung zwischen diesen beiden 
Stoffen hin, welche beide die Oxydo-Reduktionen und den Sauer- 
stoffverbrauch im Pflanzen- und Tierkérper beeinflussen’). 

1) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 7 (1933). 

*) Vgl. hierzu auch Ahlgren, Skand. Arch. Physiol. 47, 208 (1925); 


U.S. v. Euler u. Liljestrand, Skand. Arch. Physiol. 52, 243 (1927); 
U.S. v. Euler, Arch. Int. de Pharmacodyn. et Thérapie 42, 259 (1932). 
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Methylenblau wird durch Ascorbinsiure bei AusschluB yon 
Luft sehr schnell reduziert und zwar sowohl im sauren als im 
alkalischen Gebiet, wobei Ascorbinsiure natiirlich eine — und 
zwar (wenigstens teilweise) reversible — Oxydation erleidet. Kine 
solche Oxydation tritt offenbar auch in vivo ein: Injiziert man 
einem Meerschweinchen 2 ccm einer 0,001 n-Methylenblaulésung 
subkutan, so sinkt der Vitamin C-Gehalt der Nebennieren 4 Stunden 
nach der Injektion auf die Hilfte. 

1. Versuch f. Von zwei Meerschweinchen von ihnlicher 
Grébe, etwa 250 g, erhielt das eine zwei Injektionen von je 20 mg 
Ascorbinsiure im Zwischenraum von 20 Stunden und wurde 
4 Stunden nach der letzten Injektion dekapitiert. Die Untersuchung 
der Nebennieren ergab Folgendes: 


Tabelle 3. 








Gewicht der Reduktion | Rel. Titrationswert 
Nebennieren in g | Ph. Ind. in cem per g Organ 








Inj. Tier: | 0,11 1,7 3,1 
Kontrolltier: | 0,08 0,8 2,0 

















Tierversuche mit Redukton. 


Vor einiger Zeit haben wir’) mitgeteilt, daB aus Zuckern mit 
freier Carbonylgruppe durch Erwirmen mit maBig verdiinntem 
Alkali ein Stoff entsteht, dessen Reduktionsfaihigkeit von der 
gleichen GréBenordnung ist, wie diejenige der Ascorbinsiure, und 
welcher also die Reduktionsfihigkeit aller anderen bekannten or- 
ganischen Stoffe weit iibertrifft. Dieser Stoff ist seither in diesem 
Institut von C. Martius?) isoliert und niher charakterisiert worden. 
Er besitzt die Zusammensetzung ©C,H,O, und wird nach den von 
Martius ausgefiihrten Reaktionen als Oxymalonsiurealdehyd an- 
gesprochen, dessen saure Kigenschaften auf dem Hydroxyl an der 
ungesittigten Atomgruppe beruhen. 

Man kann mit Szent-Gyérgyi annehmen, daB Ascorbinsiure 
Oxydo-Reduktionsfunktionen im Organismus regelt. Die Ver- 
mutung, da8 das Redukton eine ahnliche Oxydo-Reduktionsfunk- 


tion im Organismus ausiiben kénnte, liegt um so niher, als das 





') Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 8 (1933). 
2) Euler u. Martius, Sv. Kem. Tidskrift 45, 73 (1933). — Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 14 (1933). 
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Redukton nicht nur in alkalischer Lisung, sondern durch Ver- 
mittlung von Enzymen im Pflanzen- und Tierkérper als Zwischen- 
produkt des Kohlenhydratumsatzes auftreten kann. Ohne Riick- 
sicht auf die Frage, ob das Redukton gewisse Skorbutsymptome 
verhindert, es ist schon mehrfach in Betracht gezogen worden}, 
daB sich die Antiskorbutwirkung aus mehreren Einzelwirkungen, 
welche verschieden beeinfluBt werden, zusammensetzt — haben 
wir mit Redukton Injektionen vorgenommen, teils an jungen Ratten, 
teils an Meerschweinchen, zunichst um den GesamteinfluB des 
Reduktons auf den physiologischen Zustand zu beobachten. 


Drei junge Ratten von je 50g erhielten am ersten Tag 10 mg reines, 
krystallisiertes Redukton intraperitoneal injiziert; die Injektion verschlech- 
terte das Allgemeinbefinden in kurzer Zeit merklich. Nach 30 Stunden er- 
folgte die zweite Injektion von 10 mg Redukton. Sechs Stunden spiiter 
wurden die Tiere getétet. Die Lungen waren stark rot gefiirbt, méglicher- 
weise infolge erhéhten Blutdrucks, oder auch infolge verminderter Herz- 
wirksamkeit. Auch die entsprechenden Versuche an Meerschweinchen zeigten 
ein Krankheitsbild, welches sicher nicht mit demjenigen der reinen 
C-Avitaminose identisch ist und niher studiert werden soll. Andererseits 
sind die Wirkungen des Reduktons deutlich von denjenigen der Ascorbin- 
siure verschieden. Redukton verhindert nicht die typischen Blutungen; 
auch die histologische Untersuchung der Zahnschnitte zeigt, daB Redukton 
die Ascorbinsiure nicht ersetzen kann. 


Injektionsversuche mit Redukton an Ratten. Ausgewachsene 
Ratten erhielten 3 Dosen zu je 5 mg Redukton, welches Herr Dr. Martius 
dargestellt hatte. Dekapitation nach 3 Tagen. Die Nebennieren der Ratten 
wogen zusammen 50 mg. Ihr Reduktionswert gegen Phenol-Indophenol- 
farbstoff betrug 6,4, also erheblich weniger, als wir fiir Nebennieren nor- 
maler Ratten gefunden hatten (8,7). 


Bildung und Eigenschaften des Reduktons. 


Das Redukton erinnert nicht nur durch die eingangs erwiihnte 
auBerordentlich starke Reduktionswirkung an die Ascorbinsiiure, 
sondern zeigt auch sonst nahe chemische Beziehungen zu ihr, 
welche darauf hindeuten, daB in beiden Stoffen eine iiberein- 
stimmende Atomgruppe vorkommt. Euler und Martius’) ziehen 
deshalb auch fiir Ascorbinsiiure eine carboxylfreie Formel in Be- 


t © ; oe 7 . 
racht, nimlich:  40.¢H,-CH(OH)-CH—C-OH 
of «| 
ful eiieeh: CO—C-OH. 
1) Vgl. L. Randoin u. Lecogq, Bull. Soc. Chim. biol. 8, 1118; 9, 513 
(1926/27). — Bezssonoff, C.r. Akad. Sci. 183, 1309 (1926). 
*) Euler u. Martius, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 14 (1983), 
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In dieser Hinsicht ist es von Interesse, die Bildung des Reduktons 
aus verschiedenen Zuckerarten und Zuckerderivaten zu vergleichen, 
da ja die Frage, aus welcher Zuckerart bzw. aus welchem anderen 
Material die Ascorbinsiure biologisch entsteht, von besonderem 
Interesse ist. 

Bei der von uns gewiahlten alkalischen Behandlung der Zucker 
sind die relativen Ausbeuten an reduzierender Substanz in ge- 
gebener Zeit (2 Minuten Erwirmen auf 90°) die folgenden: 


Maltose . . . 8 %%, Arabinose . . . 7 %, 
Glucose . . . 17,7%,, Mannose .. . 6,7%, 
Fructose . . . 7,3°/, Galaktose ... 5 %, 


Simtliche bisher untersuchten Zuckerarten mit freier Carbonyl- 
gruppe geben Anla8 zur Bildung des Reduktons. Wie sich bald 
herausgestellt hat, wird Redukton am leichtesten gebildet aus den 
einfachsten Zuckerarten, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, und 
besonders aus letzterem. Die Vermutung liegt also nahe, dai 
Redukton auch bei der alkalischen Behandlung von Zuckerarten 
iiber das Dioxyaceton entsteht. 

Vor kurzem sind wir in Zusammenhang mit der Redukton- 
bildung auf die friiheren Arbeiten dieses Institutes?) iiber die Hin- 
wirkung von Aminosiuren auf Zucker, besonders auf Dioxyaceton, 
zuriickgekommen, welche vorzugsweise in alkalischer Lésung ein- 
treten. Abgesehen von der Bildung Schiffscher Basen beobachtet 
man dabei auch noch tiefergreifende Vorgiinge, bei welchen NH, 
freigemacht und Dioxyaceton dehydriert wird. 


Die Reduktion von Methylenblau und Phenol-Indophenol 
durch Ascorbinsdéure, Redukton und Dioxyaceton. 

DaB zahlreiche Pflanzenextrakte Methylenblau sowohl an der 
Luft als in Sauerstoff-freier Atmosphire reduzieren, wird in der 
Regel in Beziehung gesetzt zu ihrem Gehalt an Dehydrogenasen, 
welche die Entfirbung des Methylenblau-Farbstoffes durch Zucker, 
Oxyfettsiiuren, Aminosiuren usw. vermitteln. Stoffe, welche direkt 
Methylenblau reduzieren, waren bis vor kurzem kaum bekannt; 
man wufte, da8 Dioxyaceton in alkalischer Lésung Methylenblau 
reduziert”), Hexosen (anaerob) bei stirkerer Alkalinitit.%) Der 





1) Euler u. Brunius, Diese Z. 161, 265 (1926); vgl. auch die Beob- 
achtungen iiber Drehungsinderungen in Lésungen von Zuckern und Amino- 
siiuren von Neuberg u. Kobel, Biochem. Z. 162, 496 (1925). 

*) Euler u. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, 29 (1926). _ 

8) Was die Einwirkung des Alkalis auf Hexosen betrifft, so soll die 
iltere Literatur bald an anderer Stelle von Euler u. C. Martius ein- 
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Befund, daB Ascorbinsdure das Methylenblau reduzieren kann — 
und zwar bei gewissen Acidititen sehr schnell — macht es not- 
wendig, manche friiheren enzymatischen Versuche zu revidieren. 
Jedenfalls muB bei der Untersuchung von Pflanzen- und Tier- 
extrakten nach der Thunbergschen Methodik festgestellt werden, 
wie viel Methylenblau direkt entfiirbt wird. 

AuBer Ascorbinsiure entfirbt das aus Hexosen gewonnene 
Redukton Methylenblau, zwar nicht unmittelbar, aber ziemlich 
rasch.!) Die Wirkung des Dioxyacetons auf Methylenblau ist 
sehr stark von der Aciditiit”) abhingig: 20 mg reines Dioxyaceton 
reduziert in neutraler Lésung eine 0,001 normaler Methylenblau- 
lésung nicht unmittelbar, entfirbt aber in 0,2 normale NaOQH-Li- 
sung 30 ccm der Mb-Lésung sofort. Dieser letztere Befund diirfte 
darauf zuriickzufiihren sein, daB Methylenblau in alkalischer 
Lisung (als Base) schneller reduziert wird als in neutraler (als 
Salz). In Ubereinstimmung damit bewirkt Dioxyaceton unmittel- 
bar Entfarbung einer alkalischen Methylenblaulisung. 

Bei neutraler Reaktion ist die Geschwindigkeit mit welcher 
Dioxyaceton den Phenol-Indophenolindicator entfirbt, gering. 

10 cem einer 2°/, igen Dioxyacetonlésung wurden mit 5 eem 10 °/, iger 
Natriumacetatlésung versetzt; py; = 7 bis 7,5. 5 cem dieser Lésung redu- 
zierten 0,02 ccm einer 0,001 n-Ph. Ind.-Lésung und zwar erst nach 10 Minuten. 
5eem der gleichen Mischung wurden mit 5 ccm 0,1 n-NaOH versetzt; da- 
durch stieg das Reduktionsvermégen auf 4,7 ccm Ph. Ind. (Entfiirbung inner- 
halb 3 Minuten). 

Wurde die Lisung mit 2 n-NaOH alkalisch gemacht, so be- 
trug das Reduktionsvermégen 17 ccm Ph. Ind.-Lésung. Als der 
Endpunkt der Titration erreicht schien, trat ein eigentiimliches 
Phinomen ein: Die blaue Lésung entfirbt sich spontan und bleibt 
farblos, bis sie intensiv geschiittelt wird, worauf sie wieder ihre 
tiefblaue Farbe gewinnt. Die Lisung entfirbt sich im Verlauf 
weniger Minuten von neuem und wird wiederum durch Schiitteln 
an der Luft blau. 

Das hier reagierende Stoffsystem ist ein Modell der Sauer- 
stoffatmung. Der Phenol-Indophenolfarbstoff ist hier nicht nur 





gehend besprochen werden. Hier sei nur auf die neueren Arbeiten von 
Wurmser, J. Chim. Physique 26, 447 (1929); Fischler, Z. ang. Chem. 41, 
950 (1928), und von Ohle, Liebigs Ann. 481, 233 (1930) hingewiesen. 

1) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 7 (1933); 
Euler u. Martius, Sv. Kem, Tidskr. 45, 73 (19383). 
*) Vgl. Euler, Myrbick u. Larsson, Diese Z. 217, 1 (1933). 
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kannt, und eine oxydationssteigernde Wirkung der Farbstoffe ist 
wiederholt studiert worden, z. B. die des Methylenblaus, ferner der 
Leberextrakte (Harrop und Barrow'); Michaelis und Salomon? 
der Blutkérperchen [Zeile und Euler’)]. In diesen Fallen wird 
aber nur die Oxydation der Substrate direkt und kontinuierlich 
beschleunigt. In unserem Fall nimmt hingegen das Leukoderivat 
des Farbstoffs den zur Verfiigung stehenden Sauerstoff allein auf, 
farbt sich dabei blau und gibt seinen Sauerstoff dann an das Sub- 
strat ab, welches offenbar direkt keinen molekularen Sauerstoff 
aufnimmt. 


Einflu8 ultravioletter Strahlen auf Dioxyaceton. 

Die Bildung von C-Vitamin (Ascorbinsiure) in der keimenden 
Ptianze ist bekanntlich von der Belichtung abhingig. Die chemischen 
und physiologischen Beziehungen, welche zwischen Ascorbinsiiure 
und Redukton bestehen, haben uns veranlaBt, den Kinflu8 kurz- 
welliger Strahlen auf die Bildung des Reduktons (Oxy-Malon-di- 
aldehydes) zu untersuchen. 

In einem platten Glasgefi®i wurden 2°/,ige Dioxyaceton- 
lésungen der Bestrahlung einer Quecksilber—Quarzlampe aus- 
gesetzt. In wenigen Minuten beginnt ein iuBerst lebhafter Gasstrom 
zu entweichen, welcher bis auf wenige Prozent aus CO besteht. 
Wenn nach etwa 1/, Stunde die Gasentwicklung aufgehért hat, 
waren aus 0,1 g Dioxyaceton rund 40 ccm CO gebildet worden; 
von den 3C-Atomen des Dioxyacetons war somit 1C in Form 
von CO abgespalten worden. Der Rest des Molekiils scheint eine 
Kondensation zu erleiden; ob dabei biologisch interessante Stoffe 
entstehen, haben wir noch nicht ermittelt. Bemerkenswert erscheinen 
uns aber die Reaktionen, welche zwischen diesen photochemisch 
gebildeten Resten und Aminosiuren eintreten, wobei eine teilweise 
Desaminierung der Aminosiuren eintritt, die sich von derjenigen 
durch Dioxyaceton in alkalischer Lisung wesentlich zu unter- 
scheiden scheint. 


') Harrop u. Barrow, Il. exp. med. 48, 207 (1928). 

*) Michaelis u. Salomon, Naturw. 18, 566 (1930). — Il. of Gen. 
Phys. 13, 683 (1930). 

*) Zeile u. Euler, Diese Z. 195, 35 (1931). Vgl. auch Barcroft, 
Die Atmungsfunktion des Blutes. 2. Teil. Deutsche Ubers. Springer 1929. 
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Zur Kenntnis der Athylsulfidbildung. 


Zugleich ein Beitrag zur Fraktionierung des Neutralschwefels des Harnes. 


Von 
Anast. A. Christomanos. 





(Aus der Biochemischen Abteilung der Univ.-Frauenklinik Louros, Athen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. April 1933.) 


Wie ich in friiheren Arbeiten zeigen konnte'), wird das 
A\thylsulfid bis zu 13mg pro Tag im Harn des Hundes aus- 
geschieden, und es wurde auf Grund der dort angegebenen ‘T'at- 
sachen festgestellt, daB bei kohlenhydratreicher, aber eiweiBarmer 
Kost relativ und absolut mehr Athylsulfid zur Ausscheidung kam 
als bei eiweiBreicher, ansteigend mit den relativ und absolut er- 
hodhten Neutralschwefelmengen. Dieser Befund lie sich so deuten, 
daB.- im EiweiBminimum relativ schwefelreichere Eiweibkérper 
zerfallen, deren Endprodukt auch das Athylsulfid sein kénnte. 

Neuberg und Grosser?) haben vor langer Zeit festgestellt, 
daB im Hundeharn eine Sulfoniumbase (C,H,),S(CH,)OH  vor- 
handen ist, aus der, durch Erwirmen mit Alkalien, das Athyl- 
sulfid entsteht. Nach den genannten Autoren ist das aus dem 
Cystin durch Kiweiffiulnis im Darm entstehende Athylsulfid als 
die Muttersubstanz dieser Sulfoniumbase zu betrachten. Die Er- 
gebnisse meiner Arbeiten konnten dieser Auffassung nicht gerecht 
werden, indem wie erwiihnt, die Athylsulfidausscheidung bei ei- 
weiBarmer Kost relativ und absolut gegeniiber dem Stickstoff 
zunahm, so daB ich eine ,enterogene“ Bildung des Athylsulfids 
ausschlieBen zu kénnen glaubte. 

Die enterale Bildung des Athylsulfids verlangt die Spaltung 
des Cystins in Cystein, Decarboxylierung, Desaminierung und 
Athylierung des letzteren, als einen teilweise synthetischen ProzeB. 
Ob Teile dieses Prozesses auch nach Resorption geschehen kinnen, 
ist unbekannt. Wohlgemuth‘) hat allerdings bei der bakte- 


1) Diese Z. 198, 185 (1931); Klin. Wschr. 11, Nr. 6, 248 (1932). 
*) Zbl. Physiol. 19, 316 (1905). 
*) Diese Z. 48, 469 (1905). 
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riellen Zersetzung des Cystins unter anderen Schwefelverbin- 
dungen auch Athylsulfid festgestellt. Falls diese Anschauung 
den ‘Tatsachen entspriche, miibte cine an Schwefelverbindungen 
reiche Ernihrung, wie Kalbsleber oder Cystin, die Athylsulfid- 
menge immerhin erhdéhen. 

Zu diesem Zweck haben wir Versuche angestellt, bei denen 
Hunden mit einer bekannten Erniihrung parenteral und per os 
Cystin als Aminosiiure gegeben wurde. Gleichzeitig haben wir 
unsere alten Versuche teilweise wiederholt, mit der etwas modi- 
fizierten, noch anzugebenden Athylsulfidbestimmungsmethode, in- 
dem wir den Tieren frische Kalbsleber zu fressen gaben. AuBer 
der Athylsulfidbestimmung wurde die freie und gepaarte SO,, 
sowie der Gesamt- bzw. Neutral-S (als S berechnet) bestimmt, 
um dadurch ein vollkommeneres Bild des Cystinumsatzes zu er- 
zielen, gleichzeitig aber wurde der Harn mit Phosphorwolfram- 
siiure gefaillt und im Filtrat der Gesamt- bzw. Neutral-S be- 
stimmt, um den Neutral-S in weitere Fraktionen einzuteilen. 
Denn durch Vergleich der Werte des ungefillten und gefillten 
Harnes konnte man auf die durch Phosphorwolframsiure fillbaren 
Substanzen schlieBen. 

Es ist nun seit langem bekannt, daB das Filtrat des mit 
Phosphorwolframsiure behandelten Harnes eine hellere Farbe an- 
nimmt, und daB die Ursache dieser Anderung in der Fiallbarkeit 
des Urochroms durch Phosphorwolframsiure zu suchen ist.!) Von 
Bondzynski und anderen wurde festgestellt, daB das Urochrom, 
eine zu der Klasse der Oxyproteinsiuren gehérende Substanz, 
schwefelhaltig ist (5,09°/,). Allerdings haben andere Autoren 
dieses nicht bestitigen kénnen. Wir haben in unseren Versuchen 
den durch Phosphorwolframsiure fillbaren S als Urochromfraktion 
benannt, obwohl wir uns vollkommen klar dariiber sind, daB der 
zu dieser Fraktion gehérende S nicht einheitlicher Natur ist, 
sondern auch anderen K6rpern entsprechen kann, z. B. auch dem 
Athylsulfid, da die Sulfoniumbase durch Phosphorwolframsiure 
gefallt wird. 

Die in unseren Tabellen angefiihrte Urochromfraktion stellt 
demnach den durch Phosphorwolframsiiure fillbaren 8, minus 
dem Athylsulfid-S dar, wiihrend unter Rest-Neutral-S diejenige 





1) Bondzynski-Dombrowski u. Panek, Diese Z. 46, 83 (1905). 
— Dombrowski, ebenda 54, 188 (1907—8); 62, 358 (1909). —- Weiss, 
Biochem. Z. 133, 33. 
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Neutralschwefelmenge verstanden wird, welche vom Gesamt-Neu- 
tral-S nach Abzug der Urochromfraktion und des Athylsulfid-S 
iibrigbleibt. 


Methodik. 


Die von Abel angegebene Methode zur Gewinnung des Athylsulfids, 
die ich auch mit kleinen Anderungen benutzte, ist ziemlich umstiindlich, 
da sie eine tagelange Durchliiftung des Harnes erfordert und auBerdem un- 
liebsam st6rende Chlorammoniumniederschliige in den verschiedenen Teilen 
des Apparates entstehen liBt. Um diesen Schwierigkeiten aus dem Wege 
zu gehen, wurde das Verfahren geiindert; statt der zur Absorption des 
Ammoniaks nétigen Salzsiiure wurde eine 10°/,ige Schwefelsiiurelésung als 
Absorbens gebraucht. AufSerdem wurde die Luft, bevor sie die Trocken- 
tiirme passierte, durch eine auf — 20° gekiihite Vorlage geleitet, um den 
gréBten Teil der Feuchtigkeit dort abzugeben. Sonst blieb der Apparat in 
seiner Zusammensetzung der gleiche wie in meiner friiheren Arbeit an- 
gegeben. 

Eine Anderung wurde aber bei dem den Harn enthaltenden Kolben 
vorgenommen, bei dem das ableitende Rohr mit einem aufrechten Kiihler 
verbunden wurde, so dab der Inhalt, trotz Erhitzung auf 90—95° nicht 
abzunehmen brauchte. Durch Erhéhung der Temperatur auf 95°, durch 
den starken Luftstrom, bei gleichzeitiger, wie angegeben, ‘iuBerst peinlicher 
Trocknung der Luft vor dem Einstrémen in die konz. Schwefelsiiure, wird 
die Durchliiftungszeit auf 2—3 Stunden fiir einen Liter Harn verringert. 
Nach dieser Zeit enthilt der Harn keine mit Jod nachweisbaren Spuren 
von Athylsulfid; so daB man dieser Methode den Vorzug geben kann. Das 
Athylsulfid wurde, wie friiher angegeben, jodometrisch bestimmt.') 

Gleichzeitig warden im Harn der Gesamt-S nach Oxydation mit dem 
remisch von Benedict (25°/, Kupfernitrat, 25°/, Natriumchlorid, 10°/, Am- 
moniumnitrat p. Anal.) der priiformierte und gebundene Sulfat-S gravime- 
trisch bestimmt.’ 

Bei den meisten Versuchen wurde der Neutral-S nach vorheriger 
Fiillung des Harnes mit 10°/,iger Phosphorwolframsiure bestimmt (auf 
20 eem Harn 2 cem HCl konz. und 8 cem 10°/,ige Phosphorwolframsiiure, 
20 ecem des Filtrats, entsprechend 13,33 cem Harn kamen zum Versuch). 

Die Versuche wurden nun so ausgefiihrt, dab der Harn tiglich auf 
Gesamt-S, Sulfate und Neutral-S untersucht wurde. Die Bestimmung des 
Athylsulfids wurde aber, wie in den beiden friiheren Arbeiten angegeben, 
fiir cine bestimmte Anzahl von Tagen gemeinsam durchgefiihrt. 

Der Stickstoff wurde nach dem Halbmikrokjeldahlverfahren bestimmt. 

Was das Futter der Tiere anbelangt, so ist es in den Tabellen an- 
gegeben. Zum Verstiindnis sei folgendes angefiihrt: Das Futter des 
Hundes A wurde bereitet, indem die Kartoffeln mit Wasser gar gekocht 
wurden und zu dem Piiree das Ol hinzugesetzt wurde. Beim Hunde B 

t Die zur Entfirbung der Stirke verbrauchten cem n/50-Thiosulfat- 
lésung geben, mit 0,0009 multipliziert, die Athylsulfidmenge und mit 0,00032 
den Athylsulfid-S an. 
®) Folin, J. of biol. Chem. 1, 131 (1905—6). 











182 Anast. A. Christomanos, 


wurde anstatt Kartoffeln Brot genommen, welches aber nicht gekocht 
wurde. Beim Hunde C wurde ein Wiirfel Knorrs Fleischextrakt im 
Warmwasser gelést, das Ol hinzugesctzt und dann in der Mischung das 


Brot eingeweicht. 
Das Cystin wurde subcutan und per os verabfolgt. Subcutan, indem 


es in siedender Natriumcarbonatlésung gelést wurde. Dic peroralen Gaben 


wurden einfach dem Futter beigemischt. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind auf Tab. I und II an- 


gefiihrt, in denen auch die jeweilige Erniihrung der Tiere einzusehen ist. 
Tab, I enthalt die absoluten, in den verschiedenen Versuchsperioden aus- 
geschiedenen Mengen, wiihrend die prozentuale Ausscheidung der einzelnen 
Schwefelfraktionen zum ausgeschiedenen Gesamt-S in Kursivschrift an- 
gefiihrt wird. Es muB hier angefiihrt werden, daB die Schwankungen in 
der Stickstoffausscheidung der einzelnen Reihen bei annihernd gleicher 
Erniihrung auf die jeweilige FreBlust der Tiere zuriickzufiihren ist. 


Ergebnisse. 


Wie man aus den Tabellen entnehmen kann, schwankt 
die Athylsulfidmenge bzw. der dem Athylsulfid entsprechende 
Schwefel (AS) bei den Hunden stark, hilt sich aber fiir jeden 
einzelnen Hund ziemlich gleich. Selbst gréBere Cystingaben sub- 
cutan und per os fihrten keine Erhéhung des AS herbei; im 
Gegenteil vielleicht eine Erniedrigung, was sich bei der prozen- 
tuellen Berechnung noch eher kundgibt. DaB eine Resorption 
des Cystins in allen Fallen stattfindet, bezeugt die Menge des 
ausgeschiedenen Gesamt-S. 

Gleiche Verhiltnisse treffen wir auch bei Versuch 7—9, 
Hund B, der keine Cystingaben erhielt, dagegen ausschlieBlich 
mit einer stickstoff- und eiweiBbreichen Kost gefiittert wurde (rohe 
Leber). Dieser Hund schied in der ersten siebentiigigen Periode 
56,8 g N und 7,4 mg AS aus, wihrend er in der eiweifarmen, 
dagegen kohlehydratreichen Periode bei 13,96 g N 7,0 mg AS 
ausschied; also kaum vermindert, eher relativ zum N vermehrt. 
Bei erneuerter eiweiBreicher Fiitterung verringerte sich wieder 
die Athylsulfidmenge auf 5,9 mg. Gleichzeitig mu® darauf auf- 
merksam gemacht werden, daf bei der Periode der eiweifreichen 
Nahrung die AS-Werte fiir Hund B absolut unter den fiir die 
anderen Hunde gefundenen Zahlen stehen, obwohl diese Hunde 
eiweiBarm ernihrt wurden. 

Was die gegenseitigen Verhiltnisse der Schwefelfraktionen 
anbelangt, so wurde beobachtet, dafi nach den subcutanen Cystin- 
gaben der Prozentsatz des Neutral-S zunahm, wihrend in diesen 
Versuchen (Versuch 4, 5 und 6), in denen Cystin per os gegeben 
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wurde, der Prozentsatz des Neutral-S zugunsten der Gesamt- 
schwefelsiure abnahm. 

Die Urochromfraktion hat bei allen zur Untersuchung ge- 
kommenen Versuchen eine, auch nach Cystingaben, fast konstante 
GréBe beibehalten, und nur bei zwei Versuchen, allerdings heim 
eleichen, aber verschieden ernihrten Hunde, einen exzessiven 
Grad, fast 13°/, des Gesamt-S und 39°/, des Neutral-S erreicht. 

Der Harn war hauptsiichlich bei der Leberfiitterung von 
einer dunklen Farbe, die auf einen erhéhten Urochromgehalt 
schlieBen lie’. Die beobachtete Erhéhung der durch Phosphor- 
wolframsiiure fillbaren Fraktion ist jedoch sicher nur zu einem 
kleinen Teil auf die Vermehrung der Harnfarbstoffe zuriickzufiihren 
und riihrt sicherlich von anderen schwefelhaltigen Substanzen her. 

Nach den dargelegten Ergebnissen ist eine enterogene Bildung 
des Athylsulfids aus dem Cystin nach peroralen Cystingaben als 
ziemlich ausgeschlossen zu betrachten, da diese Gaben keine Ver- 
mehrung des Athylsulfids im Harne als Folge gehabt haben. Da 
aber auch die subcutanen Cystingaben keine Vermehrung des 
Athylsulfids bewirkten, so ist mit ziemlicher Sicherheit daraus 
zu schlieBen, daB das Athylsulfid weder im Darm durch Fiulnis- 
bakterien, noch im intermediiren Stoffwechsel aus zugefiihrtem 
Cystin gebildet wird. 

Man miiBte demnach, falls man an der enteralen Bildung festhalten 
wollte, eine andere Substanz dafiir verantwortlich machen, welche in der 
Nahrung vorkommt und deren Umwandlungsprodukt Athylsulfid sein kénnte. 
Allerdings spricht sehr viel dafiir, daB das Athylsulfid, welches aus dem 
Cystin durch Desaminierung, Decarboxylierung und Resynthese entstehen 
soll, viel eher aus einem anderen K6rper, wie z. B. dem Athylcystein') ent- 
ctiones kénnte. (HOOC-CH(NH,). CH,—S—C,H, —-> H,C-CH,—S—C,H,. 


Leider stand uns kein Athyleystein zur Verfiigung, um mit dieser Substanz 
die entsprechenden Versuche zu unternehmen. 


Gegen die Auffassung, daB das Athylsulfid aus Cystin oder 
aus einer anderen in der Nahrung vorkommenden schwefelhaltigen ”) 
Substanz enteral entstehen sollte, sprechen aber auch unsere ilteren 
und jetzigen Untersuchungen bei eiweiBreicher bzw. schwefelreicher 
Kost. Denn bei Leberverfiitterung — die Leber des Kalbes ent- 
halt im Mittel 250 mg-°/,S in frischer Substanz*) — ist die im 

1) J. H. Mueller, J. of biol. Chem. 56, 157 (1922); 56, 159 (1923); 58, 373 
1923/24 und Anmerkung bei der Korrektur: Pivie [Biochem. J. 26, 2041 (1932)] 
fand es schwach toxisch und schwer oxydierbar bei Fiitterung an den Hund. 

*) H. D. Dakin, J. of biol. Chem. 44, 499 (1920). 

8) Die Daten verdanke ich einer noch nicht abgeschlossenen Arbeit 
von Frl. Dr. Ypsilanti. 








184 Anast. A. Christomanos, 


Harn ausgeschiedene Athylsulfidmenge trotz der N- und S-reichen 
Nahrung, nicht vermehrt gefunden worden. In diesem Sinne sind 
auch unsere dlteren Befunde mit Zwiebelfiitterung beim Hunde 
zu deuten, wobei trotz der an schwefelhaltigen K6érpern reichen 
Nahrung — die Zwiebel enthilt Allylpropylsulfid C,H,,S,, Rhodan- 
wasserstoffsiure, deren Allylester und andere Verbindungen 
(Hagers Handbuch I, Seite 345) —- das im Harn ausgeschiedene 
Athylsulfid weit hinter der bei schwefelarmer Nahrung ausgeschie- 
denen Menge steht. 

So z. B. werden von einem Hund bei einer Nahrung, bestehend aus 
250 g Brot und 106 g Olivenél, entsprechend insgesamt 5,46 g N, 113,8 mg 
Athylsulfid ausgeschieden, wihrend nach Zulage von 280 g roher Zwiebe! 
zur obigen Nahrung die im Harn in der gleichen Anzahl von Tagen aus- 
geschiedene Athylsulfidmenge 97 mg betrug. 

Damit soll allerdings nicht gesagt sein, daB das Athylsultid 
vielleicht nicht zum kleinen Teil bakteriell im Darme entstehen 
kénnte, aber der gréBere Anteil, und diese Deutung entspricht 
den experimentellen Tatsachen, entsteht im intermediiren Kiweif- 
stoffwechsel des Hundes und der Katze. Ob im Harne anderer 
fleischfressender Raubtiere Athylsulfid vorhanden ist, ist nicht 
bekannt. Im Harne des Menschen habe ich, trotz wiederholter 
Untersuchung, nie Athylsulfid feststellen kénnen. 

DaB Athylsulfid nur beim Hund und der Katze und vielleicht bei 
einigen anderen Tieren ausgeschieden wird, ist nicht merkwiirdig, wenn 
man bedenkt, daB auch die Kynurensiiure physiologischerweise nur beiin 
Hund und beim amerikanischen Steppenwolf im Harn anzutreffen ist, und 
daB das a-Methylchinolin') ausschlieBlich in der Analdriise des amerikani 
schen Stinktieres vorkommt. 

Nach den Arbeiten von Folin, nach denen der Neutral-S — 
einen Teil stellt auch das Athylsulfid vor — aus dem endogenen 
Stoffwechsel stammt, ist das mit der Nahrung aufgenommene oder 
dem Kérper parenteral zugefiihrte Cystin von dem beim Gewel)s- 
abbau entstehenden zu unterscheiden, da das zweite der entero- 
genen Quote angehért.2) Kraus*) fand in Ubereinstimmung mit 
Folin, da& beim EiweiBminimum die Relation S zu N, 1:7 ist, 
gegeniiber der normalerweise vorhandenen 1:15. Somit kénnen 
die vorliegenden Untersuchungen eine enterale Bildung des Athyl- 
sulfids aus peroral zugefiihrtem Cystin ausschlieBen, ebenso aus 


1) Aldrichu. Jones, J. of exper. Med. 2, 439 (1897). 
?) Handbuch der norm. u. path. Physiologie 3, 737. 
8) E. Kraus, Dtsch. Arch. klin. Med. 150, 13 (1926). 
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chen solchem parenteral zugefiihrtem. Das Athylsulfid gehiért demnach 
sind zu dem endogen zerfallenden Gewebscystin ') oder zu einer anderen, 
inde im intermediairen Stoffwechsel zerfallenden schwefelhaltigen Sub- 
then stanz; man denke auch an Bergmanns Cysteindiketopiperazine. 
lan- 

een Zusammenfassung. 

ene § 1. Die im Harn ausgeschiedenen Athylsulfidmengen werden 
hie- weder von parenteralen noch peroralen Cystingaben im Sinne 

einer Vermehrung beeinfluBt. 

aus 2. Die Bildung des Athylsulfids wird in den intermediiren 
smg fF Stoffwechsel verlegt, und das endogen zerfallende Gewebscystin 
ebel oder eine ihm verwandte Substanz fiir dessen Bildung verantwort- 


AUS - ‘ 
lich gemacht. 


3. Ks wird erneut besonderer Wert auf die schon friiher ge- 


lid machte Feststellung gelegt, daB die Athylsulfidausscheidung bei 
hen eiwelBreicher Kost nicht vermehrt wird. 

vt 4, Die durch Phosphorwolframsiure fallbare S-haltige Harn- 
“1b fraktion ist hauptsichlich bei eiweifreicher Kost vermehrt ge- 
_ funden worden. 

cht gives 

ter ') Vel. auch K. Thomas, Die Abbauwege des Organeiweibes. Fest- 


schrift d. Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft, Berlin 1921. 
bei 
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cim 
ind 
nl 





Uber Co-Zymaseaktivierung einiger Dehydrogenasen. 
Von 


Bengt Andersson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1933.) 


Friihere Arbeiten tiber Co-Zymaseaktivierung haben gezeigt, 
»daB die Co-Zymase das notwendige Co-Ferment der Oxydo- 
Redukase (Mutase, Dehydrase) der Hefe ist, so daB, die Richtig- 
keit von Neubergs Giarungsschema vorausgesetzt, angenommen 
werden kann, daB die Co-Zymase bei allen darin vorkommenden 
Reaktionen mitwirkt, die als Dismutationen (Disproportionierungen) 
aufgefaBt werden kénnen. — Das Co-Enzym der alkoholischen 
Giarung ist ein Co-Enzym der Hefendehydrase (einer Hefen- 
dehydrase?)*.1) Wenn man sich das dehydrierende System des 
Zymase-Komplexes als eine Reihe von Dehydrasen vorstellt, so 
erhebt sich jetzt die Frage (wie oben angedeutet ist), ob alle diese 
Dehydrasen oder, wenn dies nicht der Fall ist, welche von ihnen 
die Co-Zymaseaktivierung brauchen, um wirksam zu_ werden. 
Schon lange ist bekannt, daB die Co-Zymase fiir die enzymatische 
Dehydrierung der Hexosediphosphorsiiure unentbehrlich ist. Aber 
inwieweit die Co-Zymase auch bei sonstigen Dehydrierungs- 
prozessen beteiligt sein kann, dariiber hat man bisher keine Er- 
fahrung gehabt. 

Kinige Versuche von Euler, Nilsson und Runehjelm’) 
haben gezeigt, daB Apo-Zymase ohne Zusatz von Co-Zymase aul 
sowohl Lactat als Succinat wirksam ist. Ein Zusatz von Co- 


Hier finden sich ausfihrliche Literaturangaben iiber friihere Untersuchungen 
iiber Co-Zymaseaktivierung. — Vgl. auch zusammenfassende Darstellungen 
von Kuler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59, 201 (1930) und Nilsson, 
Biochem. Z. 258, 198 (1933). 

2) Diese Z. 169, 123 (1927). 
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berg!) — unter Verwendung der Thunbergschen Methylenblau- 
methode — in Extrakten aus ausgewaschener Muskulatur eine 
Aktivierung der enzymatischen Dehydrierung von Apfelsiiure und 
Milchsiure beobachtet. Als Aktivator kam dabei ein Priiparat 
zur Verwendung, dessen wirksamer Bestandteil wahrscheinlich mit 
der Co-Zymase identisch ist.?) Da dieser Befund in gewissem 
Widerspruch steht zu dem Befund von Euler, Nilsson und 
Runehjelm beziiglich der Dehydrierung der Milchsiiure durch 
Apo-Zymase, habe ich auf Anregung von Prof. Dr. vy. Euler das 
Aktivierungsvermégen der Co-Zymase gegen verschiedene Dehydro- 
cenasen gepriift. Die Resultate dieser Untersuchung werden hier 
vorliufig mitgeteilt. 


Methodik. 


Ich habe bei meinen Versuchen stets ein Co-Zymasepriirarat 
henutzt, das ich aus Hefekochsaft (Oberhefe) bereitet und durch 
Fiullungen mit Pb, Hg, Phosphorwolframsiure und Ag gereinigt habe. 
Es hatte einen ACo- Wert von 30000 und wurde in einer Konzentration 
von 150 Co/ecm benutzt. Die Substrate wurden in der Weise 
hereitet, da die betreffende Siiure in Wasser gelést, gegen Lack- 
mus neutralisiert und dann mit destilliertem Wasser verdiinnt 
wurde, bis die Liésung 3/, molekular in bezug auf die geldste 
Siiure war. Das Dehydrierungsvermégen wurde nach der Methylen- 
blaumethode von Thunberg gepriift. Konzentration der Methylen- 
blaulésung: 1:2000. Alle Versuche wurden bei einer Temperatur 
von 30° ausgefiihrt. 


Versuche. 


1. Dehydrierung der Apfelsiure. 


Das Enzym wurde in folgender Weise bereitet. 2,5 ¢ Apo-Zymase 
wurde 1 Stunde mit 125cecm m/5-Phosphatpuffer (pj, = 8,3) geschiittelt. Die 
Suspension wurde zentrifugiert und der Bodensatz noch einmal mit 125 cem 
von demselben Puffer 1 Stunde geschiittelt. Nach wiederholtem Zentrifu- 
gieren und 8 maligem Waschen mit je 250 ccm destilliertem Wasser auf der 
Zentrifuge wurde der Bodensatz in 25 cem m/5-Phosphatpuffer (py = 7,6) 
suspendiert (= Enzympuffer). Jede Probe wurde mit Wasser auf 1,2 ccm 
aufgefiillt. 


1) Kungl. Fysiografiska Sillskapets i Lund Férhandlingar, Bd. 2, Nr. 7 
(1932). 

*) Ebenda, Bd. 3, Nr. 8. — Beziiglich der Auffassung von der Ade- 
nosintriphosphorsiiure als einem Co-Ferment der alkoholischen Girung sei 
hier nur auf einige Untersuchungen von Euler u. Nilsson verwiesen: 
Diese Z. 204, 204 (1931); 208, 173 (1932). 
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Tabelle 1. 





ane 





Nr. | 0,4 ecm | Enzympuffer + + 0,2 cem Mb oo - Buthrbungeeit in Min, 








0,3 cem Co- ‘Zymase o + 6 © «© » «| Nach 8 Std. nicht entfiirt 








1, 2 
3, 4 | 0,3 cem Malat. . . . : 85 | 85 
db, 6 | 0, 3 cem Co- -Zymase + 0,3 cem Malat . 8 | s 


Bei diesem Versuch tritt die aktivierende Wirkung der (\- 
Zymase auf die Apfelsiiuredehydrogenase der Hefe deutlich zutage, 


2. Dehydrierung der Milchsiure. Bei Versuchen mit 
Apo-Zymase aus Trockenunterhefe ist es mir nicht gelungen, (o- 
Zymaseaktivierung von Milchsiiuredehydrase hervorzurufen. Vicl- 
mehr wurden die oben erwihnten Resultate von Euler, Nilsson 
und Runehjelm dabei véllig bestiitigt. Da das Enzymmaterial 
indessen ziemlich arm an dem betreffenden Enzym schien, bin ich 
in diesem Fall dazu iibergegangen, mit PreBhefe zu arbeiten. 


Die Enzymlésung wurde in folgender Weise bereitet. 9 ¢ Trockenhefe 
wurde mit 30 ccm m/5-Phosphatpuffer (py = 8,3) einige Minuten geschiittelt. 
Die Suspension wurde 1 Stunde im Eisschrank aufbewahrt und danach mit etwas 

Sand 15 Minuten lang verrieben, gegen flieBendes Leitungswasser 20 Stunden 
dialysiert und dann in der Winkelzentrifuge zentrifugiert. Der Oberschicht 
wurde '/, Teil des Volumens m/5-Phosphatpuffer (py = 7,6) zugefiigt. Da 
eine herausgenommene Probe zeigte, daB die Lésung noch Co-Zymase in 
betrichtlichen Mengen enthielt, wurde nochmals 18 Stunden gegen flieBbendes 
Leitungswasser dialysiert. Da selbstverstiindlich das Phosphat durch dic 
Dialyse entfernt wurde, wurde jetzt noch '/, Teil des Volumens m/5-Phos- 
phatpuffer (py = 7,6) zugegeben und die Liésung (= Enzympuffer) fiir den 
Versuch benutzt, Jede Probe wurde mit Wasser auf 1,2 cem aufgefiillt. 


Tabelle 2. 








Nr. 0,6 eem Enzympuffer + + 0,1 eem Mb - + | Entfairbungszeit in Min. 














1, 2 0,2 2 ccm a Bot nn 4. « «* » -« Nach 3 Sta. nicht ontfiirht 
3, 4 0,2 ecm Lactat . . i +e ae Se 82 | 81 
5, 6 0,2 ecm Co-Zymase + 0,2 ecm Lactat . 15 16 


Auch hier ist die aktivierende Wirkung der Co-Zymase un- 
verkennbar. Diese Differenz zwischen Ober- und Unterhefe libt 
sich zunichst nicht erkliren. 


3. Co-Zymaseaktivierung bei der Dehydrierung ver- 
schiedener Donatorsubstanzen durch Dehydrogenasen 
héherer Pflanzen. Durch mehrere Versuche wurde wahrschein- 
lich gemacht, daB auch fiir die Wirksamkeit der Citronensiiure- 
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dehydrogenase die Co-Zymaseaktivierung unentbehrlich sei. Kin 
deutlicher und einwandfreier Beweis hierfiir schien indessen schwer 
yu erreichen, da das betreffende Enzym in dem von mir 
benutzten Enzymmaterial nur in relativ unbedeutenden Mengen 
yvorzukommen schien. Um das Enzym in gréBeren Mengen zu 
erhalten habe ich Gurkensamen benutzt, die nach Angaben von 
Thunberg?) das betreflende Enzym in auffallend groBen Mengen 
enthalten. 

Die Samen wurden in folgender Weise behandelt. 17,5 g geschiilte 
Samen werden mit etwas Sand und 15 cem m/5-Phosphatpuftfer (pj, = 8,3) 
15 Minuten verrieben. Die Mischung wurde iiber Nacht gegen flieBendes 
Leitungswasser dialysiert. 1/, Teil des Volumens m/5-Phosphatpuffer (p;; = 7,6) 
wurde zugegeben. Die milchihnliche Fliissigkeit (= Enzympuffer) wurde 
dann ohne Zentrifugieren fiir die Versuche benutzt. Jede Probe wurde 
mit Wasser auf 1,5 cem aufgefiillt. 


Tabelle 3. 











Nr. | 0,5 ccm a + 0,1 cem Mb + daearanatanecesatmabl in Min. 
L -@ Ohne Zusiitze . ... . . . . . «| Nach 3 Std. nicht entfirbt 
3, 4]0,83cem Co-Zymase ....... . 39 | 40 
5, 6 0,2 ecm Citrat . . . .| Nach 3 Std. nicht entfirbt 
i, 8 0, 3cem Co-Zymase + 0, 2cem Citrat . . 20 21 
9, 10 0, 2cem Mallat. . . .| Nach 8 Std. nicht entfirbt 
11, 0, 3cem Co-Zymase + 0, 2 cem ’ Malat a s 8 
13, 14 0.2 em 10°/, C.H,OH . . 90 90 
15, 16 0,3 ecm Co- -Zymase +0,2 ccm 10°/, C, H, OH 4 4 








Ks diirfte nicht in Abrede gestellt werden kénnen, daf die 
Vo-Zymase hier eine aktivierende Wirkung auf die Citronensiiure- 
hydrogenase ausiibt. Noch deutlicher tritt die Co-Zymaseaktivierung 
bei der Dehydrierung des Athylalkohols und der Apfelsiure zutage. 

In einer friiheren Arbeit”) habe ich gezeigt, daB eine Hexose- 
diphosphatdehydrogenase auch in mehreren Pflanzensamen vor- 
kommt, in denen sie frither nicht aufgefunden worden war. Das 
Ausbleiben der Entfirbung — die Versuche wurden unter Ver- 
wendung der Methylenblaumethode ausgefiihrt — beruht in diesen 
Fallen nicht auf dem Fehlen des Enzyms, sondern ist dadurch 
bedingt, daB die Co-Zymase nicht in geniigendem Mafe vorhanden 
ist. Der Befund, daB wenigstens einige andere Dehydrogenasen 
die Co-Zymase brauchen, um wirksam zu werden, lift vermuten, 
daB auch andere evtl. vorkommende Dehydrogenasen in Co-zymase- 


1) Biochem. Z. 206, 109 (1929). 





7) Diese Z. 210, 15 (1982). 
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armen Pflanzensamen durch Zusatz von Co-Zymase zur Wirksam- 
keit gebracht werden kénnen. Folgender Versuch zeigt, daB diese 
Vermutung richtig ist. 


Das Enzym wurde in folgender Weise bereitet. 10 g Weizensamen 
werden 4 Stunden in 30 ccm m/5-Phosphatpuffer (py = 8,3) bei 30° e 
geweicht zusammen mit der Fliissigkeit und etwas Sand '/, Stunde verrieben, 
Die Mischung wurde 12 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert 
und darauf zentrifugiert. Die Oberschicht wurde mit dem halben Volumen 
m/5-Phosphatpuffer (pq = 7,6) versetzt und fiir den Versuch benutzt (= En- 
zympuffer). Jede Probe wurde mit Wasser auf 1,2 cem aufgefiillt. 


Tabelle 4. 








Nr. | 0,6 cem Enzympuffer + 0,1 cem Mb + nenertaiesn.entaee in Min. 




















1, 2 | 0,2cem Co-Zymase ..... . .]| Nach38 Std. oie entfiirbt 
3, 4 0, 1eem Malat. ... . | Nach 3 Std. nicht entfiirbt 
5, 6 | 0,2 eem Co-Zymase + 0, 1cem Malat 19 | 21 


Gemeinsam fiir die untersuchten Donatorsubstanzen ist die 
Hydroxylgruppe, die sie alle enthalten. Es schien von Interesse, 
zu untersuchen, ob die Co-Zymaseaktivierung auch bei der enzy- 
matischen Dehydrierung von Substanzen, die diese Gruppe nicht 
enthalten, z. B. die Glutaminsiure unentbehrlich sei. Es stellte 
sich heraus, daB der oben erwihnte ,,Enzympuffer“ das betreffende 
Enzym in relativ groBen Mengen enthielt. Der Versuch wurde 
gleichzeitig und in derselben Weise wie der oben geschilderte 


ausgefiihrt. 
Tabelle 5. 








Nr. | 0,6 cem Enzympuffer + 0,1 ccm Mb + | Entfirbungszeit in Min. 




















1, 2 | 0,2cem Co-Zymase .... . . .{| Nach 3Std. nicht entfirbt 
3, 4 0, 1 ccm Glutaminsiiure . . . | Nach 3 Std. nicht entfiirbt 
5, 6 0, 2 cem Co-Zymase + 0,1 ccm Glut.-s. . 27 | 29 


Auch hier ist deutlich, da8 die Wirksamkeit des Enzyms von 
der Co-Zymaseaktivierung abhiingt. 


Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die enzymatische 
Dehydrierung verschiedener Substanzen mit Methylenblau durch 
Co-Zymase aktiviert wird. Die gepriiften Donatorsubstanzen sind: 
Apfelsiiure, Milchsiure, Citronensiiure, Athylalkohol und Glutamin- 


siiure. 
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Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Aminosduren 
im Tierkérper. ’) 
Von 


Hans Adolf Krebs. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1933.) 


Die Versuche, iiber die ich in dieser Arbeit berichte, betreffen 
den Abbau der Aminosiuren im tierischen Organismus. Mit Hilfe 
neuer Methoden — dem Gewebeschnittverfahren von O. Warburg 
— habe ich besonders 2 Teilfragen des Gebietes untersucht. 

Die erste ist die Frage nach dem Ort der Desaminierung 
der Aminosiiuren im Tierkérper. Bisher war bekannt, daf in 
erster Linie die Leber Aminosiiuren desaminiert. Unsere Versuche 
ergeben, daB die Desaminierung zum groBen Teil — bei der Ratte 
sogar zum iiberwiegenden Teil — auch in der Niere erfolgt. 

Die Desaminierung der Aminosiuren in der Niere ist ein 
notwendiger TeilprozeB bei Regulierung des Siurebasengleich- 
gewichtes durch die Niere. Die Niere gebraucht das durch die 
Desaminierung frei werdende Ammoniak bei der Ausscheidung von 
iiberschiissigen fixen Saéuren. Ist die Desaminierung der Amino- 
siiuren in der Niere gestért — wie bei schweren Nierenkrankheiten, 
— so gerait der Organismus infolge des Fehlens von Ammoniak 
in der Niere in den. Zustand der ,,Acidose“. Die uriimische 
»Acidose“ ist nicht die Folge des Erlahmens der sekretorischen 
Funktionen, sondern Folge des Erlahmens der chemischen 
Leistungen der Niere, des Versagens der Ammoniakgewinnung 
aus Aminosiuren. 

Die zweite Teilfrage, die ich untersucht habe, ist die Frage 
nach dem chemischen Mechanismus der Desaminierung. Das 
Ergebnis ist der Nachweis, daB der von Neubauer im Jahre 1909 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft, der Ella Sachs Plotz Foundation und der Rockefeller Foundation. 
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gefundene und besonders durch Versuche von Knoop erwiesene 
Weg der oxydativen Desaminierung allgemein fiir die Desami- 
nierung der a-Aminosiiuren zutrifft und praktisch der einzige Weg 
ist, den die Desaminierung der Aminosiuren im Tierkérper geht. 

Es lieBen sich die bei der oxydativen Desaminierung der 
Aminosiiuren erwarteten Ketosiuren in einer Reihe von weiteren 
Fallen isolieren. Die Isolierung gelang auch bei solchen Keto- 
siiuren, die den natiirlichen aliphatischen q@-Aminosiuren ent- 
sprechen und die bisher noch niemals aus den Aminosiiuren er- 
halten waren. Bei denjenigen Ketosiiuren, die mit den vorliegenden 
Methoden quantitativ bestimmbar sind, wurde die verschwundene 
Aminosiure quantitativ als Ketosiure wiedergefunden. 

Ferner zeigte sich, da8 nur in Anwesenheit und unter Ver- 
brauch von Sauerstoff Aminosiiuren in tierischen Geweben mit 
meB8barer Geschwindigkeit desaminiert werden. Durch diese Tai- 
sache ist auch fir solche Aminosiiuren, deren Desaminierungs- 
produkte noch nicht isoliert werden konnten (Diaminosiuren, 
Aminodicarbonsiuren), bewiesen, daB sie allein oxydativ ab- 
gebaut werden. 


Die Mitteilung der Versuche gliedert sich in folgende Abschnitte: 


Seite 
5 ee eel a lk 6 le ee ae 6 
1. Versuchslésung. — 2. Gewebe. — 3. Versuchsgefiibe. — 
4. Messung der Sauerstoffatmung. — 5. Bestimmung des Amino- 
stickstoffes. — 6. Ammoniakbestimmung. — 7. Bestimmung der 
Ketosiuren; a) manometrische Methode; b) Isolierung der Keto- 
siuren. — 8. Messung des Aminosiiurestoffwechsels; a) Amino- 
stickstoff; b) Ammoniakbildung; c) Ketosiurebildung; d) Ver- 
suchszeit. 
II. Ort der Desaminierung im Tierkérper . . . eee se eRe 
III. EinfluB der Aminosiurekonzentration auf die ‘Desaminierungs- 
geschwindigkeit . bt . 202 
IV. Desaminierung optisch aktiver “Aminosiuren bie » 203 
V. Chemische Konstitution und Desaminierungsgeschwindigkeit. . 204 
VI. Desaminierung von Peptiden ee ge ee a ee ee 
VII. Harnstoffbildung aus Aminosiuren . . ...... . - « 207 
VIII. Bildung von Ketosiuren aus Aminosiuren , . 210 
1. Desaminierung unter anaeroben Bedingungen. — 2. Verhiltnis 
von Sauerstoffverbrauch zu Ammoniakbildung. — 3. Uberfiihrung 
der Aminosiuren in die Ketosiuren. 
IX. Ammoniakbildung aus Asparagin . 222 
223 


X. Quelle des Harnammoniaks . 
XI. Bedeutung des Harnammoniaks 
XII. Acidose der Nierenkranken . 

XIU. Zusammenfassung 
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I. Methoden. 


Wie in friiheren Arbeiten') dienen als Versuchsobjekte iiberlebende 
Gewebschnitte nach Warburg?) Diinne Rasiermesserschnitte von etwa 
2—20 mg Trockengewicht werden 1—2 Stunden in einer physiologischen 
Salzlésung in Gegenwart von Sauerstoff bewegt. Nach Ablauf der Versuchs- 
zeit wird die Versuchsfliissigkeit auf die Stoffwechselprodukte analysiert. 
Die allgemeinen Grundziige der Methoden sind friiher beschrieben’). Ich 
beschriinke mich daher im folgenden auf einige besondere Angaben. 


1. Versuchslésung: Versuchslésung ist teils die friiher beschriebene ') 
,physiologische Salzlésung“, teils eine ihnliche Salzlésung, die statt des 
Bicarbonats—Kohlensdurepuffers Phosphatpuffer enthilt. [Vgl. %)]. Die Ver- 
wendung dieser Lésung vereinfacht die Messung der Sauerstoffatmung. 
Die Atmungskohlensiure kann in Lauge absorbiert werden und der Sauer- 
stoffverbrauch ergibt sich aus der Multiplikation der manometrisch gemessenen 
Druckiinderung mit der ,,GefaiBkonstanten fiir Sauerstoff. Die Atmungs- 
messung ist in dieser Anordnung bequemer und genauer als die Atmungs- 
messung mit GefiBpaaren, wie sie bei Benutzung einer Lésung von physio- 
logischer Bicarbonatkonzentration nétig ist?). 


Zur Herstellung der ,,Phosphatsalzlésung“ wird auBer den friither an- 
gegebenen') Lésungen folgende Phosphatstammlisung bereitet: 40 cem 
m/4-NagHPO, und 2cem m/1-Salzsiure werden mit Wasser auf 100 ccm auf- 
gefiillt. py der Lésung ist 7,4. Man mischt 100 cem 0,9°/,ige Kochsalzlésung, 
4cem 1,15°/,ige Kaliumchloridlésung, 3 ccm 0,11 m-Calciumchloridlésung, 
1 cem 0,154 m-Magnesiumsulfatlésung und 21 ccm des Phosphatpuffers. 
Nach liingerem Stehen treten in der Lésung, die in bezug auf Calcium- 
phosphat itibersittigt ist, Triibungen auf. Wir stellen sie daher fiir jeden 
Versuch frisch her. Unterschiede des Stoffwechsels der Aminosiiuren in 
phosphat- oder bicarbonathaltiger Lésung habe ich bisher nicht ge- 
funden, 

Zusiitze zur Versuchsfliissigkeit (Aminosiuren) gebe ich bei den einzelnen 
Versuchen an. Die Aminosiuren habe ich gré8tenteils von der Firma Hoff- 
man-La-Roche bezogen, d,l-Phenylalanin, d,l-Leucin, d,l-Norleucin von 
der Firma Frinkel und Landau, Berlin-Oberschéneweide. 1-Alanin, 
d-Asparaginsiiure und d,l-Glutaminsiiure verdanke ich der Freundlichkeit 
von Herrn Dr. Hermann O. L. Fischer-Basel. Die Substanzen wurden 
durch Bestimmung des Aminostickstoffes, des Schmelzpunktes und der 
spezifischen Drehung auf Reinheit gepriift. 


2. Gewebe. Als Versuchsmaterial dienen vorwiegend Organe von 
Ratten. Zur Orientierung tiber die Frage, ob die an Ratten erhaltenen Er- 
gebnisse allgemeiner giiltig sind, habe ich einige Versuche mit Geweben 
von Kaninchen, Hunden, Katzen und Menschen angestellt. Fiir die Uber- 
lassu:g frischen menschlichen Operationsmaterials bin ich der Freiburger 
Uhirurgischen Universititsklinik (Prof. Rehn) zu groBem Dank verpflichtet. 


1) Krebs und Henseleit, Diese Z. 210, 33 (1932). 

*) Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin, 1926. 

*) Vgl. hierzu, Dickens, Biochemic. J. 24, 1301 (1930). H. L. Alt, 
Biochem. Z. 221, 498 (1930), ferner Warburg, a.a. 0. S. 120, 
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Die Schnitte werden vor dem Versuch, wie friiher besghrieben, zur 
Entfernung vorgebildeter auswaschbarer Stoffwechselprodukte kurz mit der 
Versuchsfliissigkeit gewaschen. Die Gewebemengen werden so gro8 gewihlt, 
da8 die Konzentrationsinderungen, die der Stoffwechsel in der Lésung er- 
zeugt, mit geniigender Genauigkeit gemessen werden kénnen. Bei den 
meisten Geweben geniigen Mengen von 5—15 mg Trockengewicht, selbst 
wenn nach einer Versuchszeit von 2 Stunden in der Lésung gleichzeitig 
mehrere Stoffe nebeneinander (Ammoniak, Aminostickstoff, Ketosiure) be- 
stimmt werden sollen. GréBere Gewebemengen, bis zu 500 mg Trocken- 
gewicht sind in solehen Versuchen nétig, in denen Ketosiuren als Di-nitro- 
phenylhydrazone isoliert werden sollen. 


Von einigen Geweben ist es nicht erforderlich, Schnitte herzustellen. 
Die Netzhaut ist als Ganzes hinreichend diinn. Fiir Versuche am quer- 
gestreiften Muskel benutzen wir das unzerschnittene Zwerchfell kleiner 
Ratten. Die Darmwand verwenden wir ebenfalls als Ganzes, da nach dem 
Abschaben der Schleimhaut von der Muskulatur der Stoffwechsel mit der 
Zeit gewohnlich absinkt. Die Darmwand kleiner Ratten scheint fiir Stofl- 
wechselyersuche hinreichend diinn zu sein. Von Hoden verwenden wir die 
auseinandergezupften, aber noch zusammenhiingenden Schliiuche. 


38. VersuchsgefuiBe: Fiir die Mehrzahl der Versuche benutzen wir 
GefiiBe nach Warburg von der Form der Fig. in Diese Z. 210, 40 (1932). In 
diesen GefiiBen kénnen Sauerstoffatmung und Stoffwechsel der Aminosiuren 
gleichzeitig gemessen werden. Der Einsatz enthilt 0,2 ccm n-Natronlauge 
zur Absorption der Atmungskohlensiiure, der Hauptraum enthilt 2,5 cem 
Versuchslésung; der Gasraum enthiilt Sauerstoff von Atmosphiirendruck. 
Soll die Atmung nicht gemessen werden, so verwenden wir die friiher an- 
gegebene Apparatur’). 

Fiir Versuche mit gréBeren Gewebe- und Fliissigkeitsmengen, besonders 
fiir die Isolierung der Ketosiiuren, benutzen wir GefiBe von der Form der 
Fig. 1.2) V ist die Versuchsfliissigkeit, in der das Gewebe suspendiert ist. 
Die Gas-Zu- und Ableitungsrohre (Z und A) werden durch den Schliff 8 
mit dem Gefi8 verbunden. Mit einer Spiralfeder (nicht gezeichnet) werden 
die Schlifffliichen zusammengehalten. Ist das Gewebe in das GefiB hinein- 
gegeben, so liBt man durch Z das Gasgemisch, mit dem die Fliissigkeit ins 
Gleichgewicht gesetzt werden soll, einstrémen. Bei A wird wihrend des 
Einleitens ein Gummischlauch eingesetzt, der unter Wasser endet. Ist die 
Luft aus dem GefiB verdringt, so stellt man die Gaszufuhr ab und schliebt 
die Hihne. Das ganze Gefi8B wird in friiher beschriebener Weise’) in der 
Warburg-Apparatur bei Kérpertemperatur bewegt. Es taucht etwa bis 
zum Punkt P in den Thermostaten ein. 


4. Messung der Sauerstoffatmung. Die Messung der Sauerstoff- 
atmung geschieht manometrisch nach den Vorschriften Warburgs. 

5. Bestimmung des Aminostickstoffes. Die Aminostickstott- 
bestimmung erfolgt manometrisch nach van Slyke’) mit salpetriger Siure, 





1) Krebs und Henseleit, a. a. O., 8S. 59—60. 
*) Bezogen von der Glasbliiserei Kramer, Freiburg i. B., Albertstr. 
8) J. of biol. Chem. $3, 425 (1929). 
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1, zur — nach EnteiweiBung der Versuchslésung mit Trichloressigsiure. Pro Kubik- 
it der —f zentimeter Versuchslésung werden 0,2 ccm 10°/,ige Trichloressigsiure hinzu- 
witht, gefiigt, nach kurzem Stehenlassen wird zentrifugiert und ein aliquoter Teil 
ig er- der klaren Lésung fiir die Bestimmung verwendet. Bei gleichzeitiger An- 
i den [— — wesenheit von Ammoniak entfernen wir zuerst das Ammoniak nach Zusatz 
selbst yon Magnesiumhydroxyd durch Erhitzen der Liésung, wie van Slyke?) 
zeitig vorschreibt. Harnstoff wird mit Urease zersetzt und dann wie Ammoniak 
1) be- behandelt. 
cken- 6. Ammoniakbestimmung. Die Ammoniakbestimmung erfolgt mit 
nitro- der Apparatur, die von Parnas’) fiir die Ammoniakbestimmung im Blut 
angegeben ist. Da die Ammoniakmengen in unseren Versuchen gréBer als 
ellen, die im Blut vorkommenden Mengen sind, haben wir die Vorlage des Appa- 
quer- rates vergréBert. Wir unterwerfen einen aliquoten Teil der Versuchslésung 
einer nach Alkalisierung mit Boratpuffer im Vakuum der Wasserdampfdestillation, 
dem bis 20 cem Wasser iibergegangen sind. Kleine Mengen Ammoniak (0,002 mg) 
t der messen wir kolorimetrisch mit NeBlers Reagens, gréBere Mengen (um 0,2 mg) 
Stoft- titrimetrisch. 
r die 
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nein- VersuchsgefaB fiir Versuche an gré8eren Gewebemengen. 

t ins | 1/, natiirlicher GréBe. 

| des 

t die 7. Bestimmung der Ketosiuren. 

liebt a) Manometrische Methode. Brenztraubensiiure bestimmen wir 

der nach der Carboxylasemethode von Warburg, Kubowitz und Christian 

i bis in der Anordnung, die von H. Westerkamp in unserem Laboratorium 
ausgearbeitet und beschrieben ist.*) Verdiinnt man nach Lebedew’‘) her- 

stoff- gestellten Hefesaft aus untergiriger Bierhefe mit Acetatpuffer von py 5 
auf das 5—10fache, so wird weder Traubenzucker noch Hexosephosphat 

toff- (Robisonester und Embdenester) mit meBbarer Geschwindigkeit vergoren, 

Lure, 


) J. of biol. Chem. 83, 425 (1929). 
2) Biochem. Z. 152, 1 (1924); 155, 247 (1925); 178, 224 (1926). 
*) H. Westerkamp, Inaug. Diss. Freiburg. 
ir, *) Vgl. A. Harden in Methodik der Fermente von Oppenheimer 
und Pincussen. 
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wohl aber Brenztraubensiiure. Die Girungskohlensiure wird manometrisch 
gemessen. 

Die verdiinnten Hefeextrakte greifen bei geeigneter Versuchsanordnung 
keine der bisher untersuchten Zucker oder Phosphorsiureester der Zucker 
an. Sie sind — soweit sich iibersehen liBt — ein spezifisches Reagens 
auf Ketosiuren. Mit etwa gleicher Geschwindigkeit, mit der Brenztrauben- 
siure vergoren wird, werden in unserer Anordnung die Ketosiiuren ver- 
goren, die der a-Aminobuttersiure und dem Valin entsprechen, die Methy!- 
brenztraubensiiure (a-Ketobuttersiiure) und die Di-methyl-brenztraubensiiure 
(«-Ketoisovaleriansiure). Etwas langsamer vergiren in unserer Anordnung 
die drei untersuchten a-Ketocapronsiiuren («-Keto-n-capronsiiure, Methy]- 
iithyl-brenztraubensiiure, Isopropylbrenztraubensiiure). Die angefiihrten 
Ketosiuren kénnen daher wie Brenztraubensiiure mit der Carboxylasemethode 
neben Kohlehydraten bestimmt werden. Welche von den 6 Ketosiiuren vor- 
liegt, lit sich mit der Methode nicht entscheiden. Die iibrigen Keto- 
siuren — die aromatischen Ketosiiuren und die Keto-dicarbonsiuren — 
kénnen bisher neben Kohlenhydraten manometrisch nicht gemessen werden, 
da sie in dem verdiinnten Hefeextrakt nicht (oder zu langsam) vergiiren. 

b) Isolierung der Ketosiiuren. Zur Isolierung der Ketosiiuren 
benutzen wir das von Neuberg und Kobel!’) eingefihrte 2,4-Di-nitro- 
phenylhydrazin. Mit diesem Reagens lassen sich die Ketosiiuren im all- 
gemeinen direkt aus den mit Trichloressigsiiure enteiweiBten Versuchs- 
lésungen schon in groBer Reinheit fillen. Wir benutzen zur Fillung eine 
bei Zimmertemperatur gesiittigte Lisung in 2 n-Salzsiure. Die niheren 
Vorschriften sind bei den einzelnen Ketosiiuren angegeben. 

Zur Umkrystallisation hat sich allgemein folgendes Verfahren bewiihit: 
Das Di-nitro-phenylhydrazon wird in einer kleinen Menge heiBen Alkohols 
gelést. Die Lésung wird nach dem Filtrieren mit heiBem Wasser versetzt, 
bis die Krystallisation beginnt. 


8. Messung des Aminosiurestoffwechsels. 


Die Versuchslésungen, in denen die Gewebeschnitte gehalten sind, 
werden unmittelbar nach der Herausnahme des Gewebes aus der Liésung 
eisgekiihlt und alsbald analysiert. Schnelles Arbeiten ist erforderlich, 
weil, wie wir im Abschnitt VIII sehen, unter manchen Bedingungen die 
Umsetzung der Aminosiiuren nach der Herausnahme des Gewebes aus der 
Lisung weitergeht. 

a) Aminostickstoff. Bewegt man iiberlebende Gewebe in Sauer- 
stoffatmosphire in physiologischer Salzlésung, so erscheint hiufig in der 
Liésung nach van Slyke bestimmbarer Aminostickstoff.?) Die Mengen an 
Aminostickstoff wechseln mit den Versuchsbedingungen und der Gewebe- 
art; sie betragen bis zu 3 cmm (= 1,9-10~* mg) pro Milligramm Trocken- 
gewicht und Stunde. Nach Enteiweifung mit Trichloressigsiure ist der 
Aminostickstoffgehalt der Lésung nur unwesentlich vermindert, ein Beweis 
dafiir, dafi der Aminostickstoff nicht hochmolekularen EiweiBkérpern an- 
gehért. Die chemische Natur dieser abgegebenen Aminoverbindungen haben 





) Biochem. Z. 219, 490 (1930); 232, 479 (1931); vgl. auch Allen, J. Amer. 
Chem. Soe. 52, 1955 (1930). 
*) Vel. Winterstein u. Hirschberg, Biochem. Z. 167, 401 (1925). 
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wir nicht genauer untersucht; die Abgabe von Aminostickstoff durch Ge- 
webe ist jedoch methodisch wichtig; sie muB bei der Messung des Amino- 
siiureverbrauchs der Gewebe beriicksichtigt werden. 


Fiigt man zur Versuchslésung Aminosiiuren hinzu, so sinkt bei An- 
wesenheit lebender Gewebe der Aminostickstoffgehalt der Lésung gewoéhnlich 
mit der Zeit ab. Dieses Verschwinden von zugefiigten Aminosiiuren und 
die erwihnte Abgabe von Aminostickstoff durch Gewebe sind, wie es scheint, 
yoneinander unabhingige Vorgiinge.') In Gegenwart von Aminosiiuren riihrt 
daher die Anderung des Aminostickstoffgehaltes der Liésung von zwei ver- 
schiedenen Reaktionen her, der Bildung von Aminostickstoff (Bb) und dem 
Verbrauch an Aminostickstoff (V). Die Konzentrationsiinderung an Amino- 
stickstoff in der Lésung, die wir messen, ergibt die Summe beider GréBen (5S). 


S=B+YV. 


Um den Verbrauch V zu berechnen, mu8 B bekannt sein. Wir be- 
stimmen B in einem Parallelversuch ohne Zusatz von Aminosiiuren und 
erhalten den gewiinschten Wert V, indem wir B von S subtrahieren. Wir 
nehmen dabei an, da8 B in Gegenwart und in Abwesenheit von Amino- 
siuren gleich ist. 

In vielen Versuchen dieser Arbeit, besonders in denjenigen, die an 
Nierengeweben angestellt sind, hat B nur die Bedeutung eines Korrektions- 
faktors. Selbst wenn daher unsere Berechnungsweise nur angeniihert richtig 
ist, so entsteht dadurch trotzdem im allgemeinen kein wesentlicher Fehler. 
Bei anderen Geweben, bei denen der Aminostickstoffverbrauch im Vergleich 
zur Niere klein ist, sind die angegebenen Zahlen fiir den Aminostickstoff- 
verbrauch weniger sicher; wir werten sie daher nur grébenordnungs- 
miBig. 

b) Ammoniakbildung. Die Mehrzahl der tierischen Gewebe scheidet 
schon ohne Zusatz von Aminosiuren geringe Mengen Ammoniak aus.?) Am 
gréBten ist diese ,,spontane“ Ammoniakbildung im Nierengewebe. In der 
Leber von Hungertieren treten etwa iquivalente Mengen Harnstoff auf. 
Pro Milligramm und Stunde bilden diese Gewebe etwa 0,5—1,5 emm Am- 
moniak oder Harnstoff. Zum Teil stammt dieses Ammoniak aus dem in 
der Atmung verbrannten Eiwei8. Denn unter anaeroben Bedingungen sinkt 
die Ammoniakbildung ab. Sie wird aber in den meisten Fiillen nicht gleich 
Null; die Mehrzahl der Gewebe scheiden auch unter anaeroben Bedingungen 
Ammoniak aus. In dieser Arbeit beschiftigen wir uns zunichst nicht ein- 
gehender mit der ,,spontanen‘“ Ammoniakbildung der Gewebe, sondern mit 
derjenigen Ammoniakabgabe, die nach Zusatz von Aminosiuren auftritt 
und die unter manchen Versuchsbedingungen das 10—50 fache der ,,spon- 
tanen“ Ammoniakbildung betriigt. 





1) Wir schlieBen das, weil man in vielen Versuchen nur dann, wenn 
man unter dieser Annahme rechnet, den Aminostickstoffverbrauch so gro! 
findet, wie er auf Grund der gleichzeitig gemessenen Ammoniak- und Keto- 
siurebildung als Minimalwert zu erwarten ist. 

*) Vgl. Winterstein u. Hirschberg, a.a.0O.; Tashiro, Amer. J. 
Physiol. 60, 519 (1922); Loebel, Biochem. Z. 161, 229 (1925); Meyerhof, 
Lohmann u. Meier, Biochem. Z. 157, 459 (1925); Warburg, Stoffw. d. 
Tumoren, 8. 189; Schwarz u. Dibold, Biochem. Z. 251, 190 (1932). 
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In den Tabellen und Protokollen gebe ich sowohl die ,,spontane“ 
Ammoniakbildung als auch die Ammoniakbildung nach Zusatz von Amino- 
siiuren an. Die Differenz beider GréBen ist der Minimalwert der Geschwindig- 
keit, mit der zugefiigte Aminosiiuren (bilanzmiBig) desaminiert werden. 


c) Ketosiurebildung. In Lésungen, denen keine Aminosiiuren 
hinzugefiigt sind, geben tierische Gewebe nach den bisherigen Erfahrungen 
keine meBbaren Ketosiiuremengen ab. Eine Ketosiurebildung ist bisher 
nur fiir soleche Bedingungen bekannt, die in unseren Versuchen nicht vor- 
lagen. A.Hahn'), O.Warburg und F.Kubowitz?), ferner W.B.Wendel’) 
fanden, da8 Muskelgewebe und rote Blutzellen nach Methylenblauzusatz 
Brenztraubensiure bilden. Die Brenztraubensiiure stammt dabei aus der 
unvollstiindigen Verbrennung von Kohlenhydraten oder von Milchsiiure, 
Apfelsiiure und Citronensiure. 


Die Messung der Ketosiurebildung aus Aminosiuren in tierischen 
Geweben ist am einfachsten, wenn es sich um die aliphatischen «-Keto- 
siuren handelt. Nach Schlu8 des Versuchs wird in einem aliquoten Teil 
der mit Acetatpuffer angesiuerten Versuchslésung die Ketosiiure direkt mit 
Carboxylase bestimmt. Im iibrigen mu8 man zum Nachweis der Ketosiiuren 
bisher mit gréBeren Gewebemengen arbeiten. Etwa 100—200 mg Nieren- 
gewebe (Trockengewicht) werden mit 50 ccm Versuchslésung in GefiBen 
nach Fig. 1 einige Stunden bei 37,5° in Sauerstoffatmosphiire bewegt. Nach 
Ablauf der Versuchszeit wird die Lésung mit */,, Vol. 30°/,iger Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt. Im eiweiBfreien Filtrat wird die Ketosiure mit 2,4-Di- 
nitro-phenylhydrazin gefillt. Uber die weiteren Einzelheiten ygl. Ab- 
schnitt VIII, 3. 

d) Versuchszeit. Im allgemeinen empfiehlt es sich, die Versuchs- 
zeit nicht iiber 2 Stunden auszudehnen, da nach lingeren Zeiten der Stoff- 
wechsel allmihlich absinkt. Ich habe gewéhnlich mit Versuchszeiten von 
1 oder 2 Stunden gearbeitet. 


9. FehlergréBen. 


Von den vier chemischen Reaktionen, deren Geschwindigkeit in iiber- 
lebenden Geweben wir gemessen haben, lassen sich 3 GréBen, Sauerstoft- 
atmung, Ammoniakbildung und Ketosiiurebildung im allgemeinen mit einer 
Genauigkeit von etwa 5°/, bestimmen. Nur da, wo die Umsitze klein sind 
und die Stoffwechselquotienten (vgl. folgenden Abschnitt) unter dem Wert 1 
liegen, sind in manchen Versuchen der kleineren Ausschliige wegen dic 
Fehler gréBer. Sie mégen in diesen Fiillen bis zu 20°/, betragen. Dic 
vierte Stoffwechselgr6Be, der Verbrauch an Aminostickstoff, ist aus zwei 
Griinden weniger genau zu messen. Erstens ist die Bestimmung — im 
Gegensatz zu den iibrigen — eine Differenzbestimmung und zweitens liegt 
in der Berechnung, wie oben eroértert, ein Unsicherheitsfaktor. Doch iiber- 
steigt die Fehlerbreite in den Versuchen mit Nierengewebe, an dem die 
Mebhrzahl der Versuche dieser Arbeit ausgefiihrt sind, auch hier 5 bis 
10°/, nicht. 





1) Z. Biol. 88, 587 (1929); 89, 332 (1929); Amer. J. Physiol. 90, 373 (1929). 
*) Biochem. Z. 221, 494 (1930); 227, 254 (1930). 
5) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 27, 624 (1930). 
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10. MaBeinheiten. 











ane“ 

1ino- Die umgesetzten Stoffmengen driicken wir wie in friiheren Arbeiten 

idig- in Kubikmillimeter Gas aus (0°, 760 mm Quecksilber). Wir setzen 1 Milli- 

: grammatom Aminostickstoff (14 mg) 22400 cmm dquivalent und bilden als 

uren MaB fiir den Umsatz an Aminostickstoff den Quotienten: 

ngen | Q _ Kubikmillimeter umgesetzter Aminostickstoff 

isher — Milligramm Gewebe x Stunden 

net Entsprechend bilden wir als Ma8 fiir die Ammoniakbildung den 

watz Quotienten: hae 

“a a Kubikmillimeter gebildetes Ammoniak 

“a . Milligramm Gewebe x Stunden 

| indem wir 1 Millimol Ammoniak (17 mg) 22400 cmm iiquivalent setzen. 

then Als Ma8 fiir die Ketosiéurebildung gebrauchen wir den Quotienten: 

eto- : Q _ Kubikmillimeter carboxylatisch abgespaltene CO, 

Teil Ketosiure Milligramm Gewebe (trocken) x Stunden ; 

3 Das Verschwinden einer Substanz wird durch negatives, das Entstehen 

no durch positives Vorzeichen ausgedriickt. 

iBen 

vach II. Ort der Desaminierung der Aminosduren im Tierkorper. 

oa Priift man die Geschwindigkeit, mit der iiberlebende Gewebe 

is. | gugefiigte Aminosiiuren beseitigen und Ammoniak aus ihnen ab- 
spalten, so findet man von Organ zu Organ und von Aminosiure 

chs- zu Aminosiiure verschiedene Werte, wie Tabellen 1, 2 und 3 zeigen. 

toff- Tab. 1 zeigt, wie schnell d,l-Alanin in den verschiedenen 

cat Organen der Ratte verschwindet und Ammoniak entwickelt. Man 
sieht, da die Mehrzahl der untersuchten Gewebe Alanin ver- 
brauchen. Das iiberraschende Ergebnis ist aber, dab die gréBte 

ber- Umsatzgeschwindigkeit nicht in der Leber — was man bisher 

off- glaubte —, sondern in der Niere erreicht wird. Im Mittel wird 

ner d,l-Alanin in der Niere unter den gegebenen Versuchsbedingungen 

Z Smal schneller als in der Leber angegriffen. 

die Tab. 2 zeigt, daB nicht nur d,l-Alanin, sondern fast alle 

Die untersuchten Aminosiiuren in der Niere schneller als in der Leber 

wei umgesetzt und desaminiert werden. Bei einigen Aminosiuren — 

a Ornithin, Lysin, Asparaginsiure — ist Umsatz und Desaminierungs- 

nl geschwindigkeit in der Niere in den angefiihrten Beispielen sogar 

die 10—20 mal gréBer als in der Leber. 

bis Tab. 3 zeigt, dab, wie bei der Ratte, auch bei Hund und 


Katze die Umsetzung und Desaminierung der Aminosiuren mit 
eroBer Geschwindigkeit in der Niere erfolgt und da die Um- 
satzgeschwindigkeit in der menschlichen Niere von der gleichen 
GréBenordnung wie in den untersuchten tierischen Nieren ist. 
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Tabelle 1. 





Verbrauch von d,l-Alanin, Bildung yon Ammoniak und Verbrauch 
von Sauerstoff in Rattengewebe. 


(m/100-d,l-Alanin in phosphatgepufferter Salzlésung, 37,5°.) 















































Vamino-N On H,; Vo 
Gewebe | wa bz * oa ae CRT ba 
. ohne | mit | Diffe- ohne | mit ohne | 
Alanin Alanin| renz |Alanin Alanin 
—_ eee eneennianss — | = asuasountacnasupuuaneasanneeaemouemeean i 
1. Niere +3,05 |— 9,80 }-12,8 [+2,67/+12,6 |—18,7 | 
+4,86|— 7,81 |—12,6 [+ 4,87]/-17,7 | 
+2,05|/— 9,41/-11,5 [+0,86 + 5,22]—20,6 
+1,53|— 9,10/—10,6 |+0,74 + 5,90]—19,6 | 
QO |—22,9 | 22,9 [+1,23/+ 5,93]—17,4 | 
0 |- 6,31/— 6,31) 0 |+ 5,00/—13,3 | 
| 
2. Leber?) +2,88}+ 1,57)/— 1,31]+0,38/+ 1,31]—11,4 | 
+4,38|— 0,78 |— 5,16]+0,54|+ 1,36]— 9,25 | 
+2,06/ 0 |— 2,06]/+1,07/+ 2,34]—11,1 | 
| 
3. Zwerchfell + 2,79 O |— 2,79/+0,57|}+ 0,37) - 3,82 | 
+2,65|— 0,24 — 2,89]+0,17|+ 0,19]— 4,49 | 
QO |= 216 — 2,16] 0 |+ 0,24/— 8,35 | 
4, Milz +1,79/+ 0,58 — 1,21]+0,42}+ 0,32]— 5,17) 
+1,78 |+ 0,96 — 0,82140,45)+ 0,32]— 5,91, 
5. Placenta +2,23/— 2,75/— 4,98]+0,64/+ 0,34/- 3,82 | 
+2,90/- 1,55/— 4,45]4+0,93/+ 0,70]/— 4,37 | 
6. Hoden +0,80 | + 0,80 | 0 en 0,14 |— 9,18 
7. Darmwand — —- |— wer 0,67|— 6,32 | 
+3,05 | + 0,79 — 2,26]+0,61|/+ 0,75/— 8,43, 
—- | — — |+1,73|+ 2,08]/— 9,9 | 
| | 
8. Pankreas +180) O |= 1,80]+0,39}+ 0,28]— 4,78 | 
9. Gehirn + 1,55 |— 1,57 |— 3,02 | +0,64 | + 0,73 |— 13,0 | 
0 — | — |+41,20/+ 0,77]-12,9 | 
10. Rattencarcinom |+1,71/— 1,60 — 3,31]+0,15|+ 0,26 |— 4,28 
11. Schilddriise | | 
(Hund) |+0,55/-— 0,76 — 1,3 [+1,72/+ 1,0 |— 6,6 | 
12, Sarkom (Mensch) /+2,85/ 0 — — 2,85]+0,66 + 0,47|— 4,2 | 
13. Netzhaut (Rind)| — | — | — |+1,41}+ 2,68]— 8,7 
ogi Pokies ls +0,72|+ 0,89}]— 8,2 
0 - ae Wy 1,90}+1,05|+ 1,29]— 8,1 


1) Vgl. FuBnote folgende Seite. 
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Tabelle 3. 
Stoffwechsel der Aminosiuren in Leber und Niere bei Hund, Katze 
und Mensch. 


leeteseeee ed 


3 Katze Pt _Mense th 
sit Leber | Niere 




















Aminosiiure 


Y amino-N 
( amino-N 
Ox H; 








1} 


hitiiaain. 42,98 — 10,5 | +12,3 —11,85 +503 
—} — | — | —14,2 45.75 


(Rinde) 


— | — | 12,6 |+545 


(Mark) 


ee —0,71| +0,10| — 3,89| +2,08] — 0,28] +0,45| —5,82) +4,12] — 7,3 +23 
| (Rinde) 

d,l-Pheny]- mo tee 

dua id lad ~ 6,91 +3,18 eS". _ 


| 
a 
pond, 
-~1 


d,l-Aspara- 
ginséiure 


| 
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oa 
| 

— | — 
| 























Haufig ist die Zunahme an Ammoniak kleiner als die Abnahme an 
Aminostickstoff. Dies bedeutet, da8 ein Teil der umgesetzten Aminosiuren 
(in der Bilanz) nicht desaminiert, sondern in andere Stoffe umgewandelt 
wird, in denen der Stickstoff nicht mehr als Aminostickstoff vorliegt. 


III. Einflu8 der Aminosaurekonzentration auf die 
Desaminierungsgeschwindigkeit. 

Die in den Tab. 1—3 angegebenen Zahlen fiir die Ammo- 
niakbildung aus Aminosiiuren in der Niere sind noch nicht 
maximale Werte. Bei vielen Aminosiuren steigt mit zunehmender 
Kouzentration an Aminosiure die Desaminierungsgeschwindigkeit 
stark an, wie folgendes Beispiel zeigt: 


Tabelle 4. 


Desaminierung von 1-Valin bei verschiedener 1-Valinkonzentration in 


Rattenniere. Versuchslésung bicarbonathaltige Salzlésung (Cyanco, = ™/20. 
Gas 5°, CO, in O,, 37,5°. Versuchszeit 1 Stunde. 





1-Valinkonzentration Niere Gebildetes NH, 
[Mole / Liter] =" [emm] 

















8,5 +1072 105 
4,25+1072 100 
2,13+107? 15 
1,06-107? 46,4 
0,53-1072 41,5 
0,27-107? 21,8 
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Man sieht aus der Tabelle, daf erst etwa bei der Amino- 
siurekonzentration m/20 die Geschwindigkeit der Ammoniak- 


abspaltung ihr Maximum erreicht. Ich habe jedoch in dieser 
Arbeit den Stoffwechsel der Aminosiiuren nicht immer unter Be- 
dingungen untersucht, unter denen die Umsiitze maximal sind, 
und zwar aus zwei Griinden: einerseits, um im Bereich der im 
Leben vorkommenden Aminosiiurekonzentrationen zu bleiben, und 
ferner, weil sich die Abnahme des Aminostickstoffs in der Lésung 
nur bei geringeren Aminosiiurekonzentrationen genauer messen 
liBt; bei hoher Aminokonzentration sind die prozentischen Ande- 
rungen der Konzentration hiufig zu klein, um genauer meBbar zu sein. 


IV. Desaminierung optisch aktiver Aminosauren. 


Einen unerwarteten Unterschied finden wir in dem Verhalten 
von stereoisomeren optischen Antipoden der Aminosiiuren. Die 
optisch nicht natiirlichen Formen der meisten Aminosiiuren werden 
viel schneller (bis zu 25 mal schneller) in der Niere vieler Tiere 
desaminiert als die optisch natiirlichen Formen. In der folgenden 
Tabelle sind die Versuche mit optisch aktiven Aminosiiuren an 
Rattenniere zusammengestellt. Die Konzentration an Amino- 
siiure war hoch (m/20), so da die Werte fiir die Ammoniak- 
abspaltung den maximalen Werten entsprechen. 

Wie die Tab. 5 zeigt, werden die untersuchten nicht natiir- 
lichen e¢-Aminosiuren — mit Ausnahme der Asparaginsiure — 
etwa im Mittel 10mal schneller desaminiert als die natiirlichen 
Verbindungen. Abnlich der Rattenniere verhalten sich die Nieren 
anderer Siugetiere, die ich bisher untersucht habe (Schwein, 
Katze, Hund, Kaninchen). Eine Ausnahme bildet die menschliche 
Niere, die die optischen Antipoden etwa gleich schnell desami- 
niert (Tab. 22). Der Tierkérper kann im Gegensatz zur Hefe, 
die nach F, Ehrlich die nicht natiirlichen Formen gar nicht oder 
nur sehr langsam angreift, auch kérperfremde Aminosiuren ver- 
werten. Durch die Desaminierung bildet er aus den stereoche- 
misch kérperfremden Stoffen koérpereigene Stoffe, da die Keto- 
siuren, die den verschiedenen optischen Antipoden entsprechen, 
als inaktive Stoffe identisch sind. 

DaB der Tierkérper iiberhaupt imstande ist, nichtnatiirliche Amino- 


siuren umzusetzen, ist schon linger bekannt. So fand beispielsweise 
Embden’), da8B Leber aus d-Leucin Aceton bildet, und Konishi’), daB 


1) Hofmeisters Beitr. 11, 348 (1908). 
2) Diese Z. 143, 188 (1925). 
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d-Histidin im K6rper zerstért wird, Friedmann‘), daB Racemate der 
a-Aminosiiuren im K6rper vollstiindig umgesetzt werden.’) 


Tabelle 5. 
Desaminierung optisch aktiver Aminosduren in Rattenniere. 
Versuchslésung: bicarbonathaltige Salzlosung (¢yaycoo, = m/20). 


Aminosiiurekonzentration m/20. Gas 5°/, CO, in O,, 37,5°. Die Ammoniak- 
bildung ohne Aminosiurezusatz betrug 1,33 emm pro mg und Stunde. 
Die natiirlichen Aminosiiuren sind mit einem Stern versehen. 























Gebildetes 

7 - Ammoniak 
Aminosiure mg Niere sagen Onn, 

(in 60 Min.) 
a a rn ta 3,82 12,8 3,36 
|. re ae 1,48 56 37,8 
ok, Se ee 4,20 16,2 3,86 
eS ae Se ae 1,84 106 57,6 
ee 1,92 67 34,9 
oS ee 2,89 19,3 6,68 
d-Phenylalanin .. . 1,04 80 77,0 
*|-Phenylalanin .. . 3,63 37,8 10,4 
d-Histidin ..... 2,91 28,4 9,75 
*|-Histidin. ..... 4,86 15,5 3,18 
d-Asparaginsiure . . 5,26 13,65 2,59 
*]-Asparaginsiiure . . 3,86 35,8 9,28 





V. Chemische Konstitution und Desaminierungsgeschwindigkeit. 


Unter denselben Bedingungen, unter denen die in der Tab. 5 
angegebenen Zahlen gewonnen sind, habe ich die maximale Am- 
moniakbildung aus einer Reihe weiterer Aminosiuren untersucht. 
Die Ergebnisse sind in der Tab. 6 zusammengefaBt. Aus den 
beiden Tab. 5 und 6 (alle Versuche sind an der gleichen Ratten- 
niere angestellt) ergeben sich folgende Beziehungen zwischen 
chemischer Konstitution der Aminosiiuren und Desaminierungs- 
geschwindigkeit: 


1. Die gréBten Geschwindigkeiten zeigen — wie schon im 
vorigen Abschnitt ausgefiihrt — die stereochemisch nicht natiir- 


lichen einfachen g«-Aminosiuren sowie die entsprechenden Race- 
mate. Aus dem Verhalten der optisch aktiven Verbindungen ist 
zu entnehmen, da8 von den Racematen vorwiegend der nicht 
natiirliche Anteil Ammoniak liefert. 





1) Hofmeisters Beitr. 11, 177 (1908). 
*) Vgl. auch V. du Vigneaud u. Mitarb., J. of biol. Chem. 98, 565 
(1932). (Verwertung von d-Tryptophan). 
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Tabelle 6. 


Maximale Desaminierungsgeschwindigkeit verschiedener Aminosiiuren in 
Rattenniere. Versuchsbedingungen wie Tabelle 5. (Tyrosin und Phenyl- 
aminoessigsiiure wurden in gesittigter Lésung verwandt.) 

















Gebildetes 

— , Ammoniak 
Aminosiiure mg Niere ges Onn, 

(in 60 Min.) 
d,l-Norleucin ...... 8,09 188 60,7 
d,l,a- -Aminobuttersiiure -_ 2,33 40,2 17,2 
d, ~~ a 1,93 49,8 25,8 
BUI fois sw 3,14 37,0 11,8 
d-Glutaminsiiure ..... 4,51 40,9 9,06 
d,l-Glutaminsiiure ... . 4,28 22.6 5.30 
d,l-Asparaginsiiure . .. . 2,72 41,5 15,2 
ae 3,11 18,65 6,00 
i. a 4,92 21,8 4,42 
l-Tyrosin . . 3,16 13,7 4,34 
d,1- ‘Phenylaminoessigsiure . 4,50 19,0 4,23 
Glykokoll .. 2... 3,62 15,7 4,34 
d-Isoleucin. ....... 5,65 18,3 3,24 
l-Oxypremm 2 ww tl 2,75 15,2 5,52 
EG 6 ky be KR es 4,19 27,9 6. 68 
a 5,15 23,0 4,48 
l-Tryptophan ...... 5,42 24,2 4,46 


2. Von den natiirlichen Aminosiiuren zeigen die «-Amino- 
dicarbonsiiuren (Asparaginsiiure, Glutaminsiiure) die gréBten Des- 
aminierungsgeschwindigkeiten. Ks folgen die Diaminosiiuren 
(Ornithin, Lysin) und die natiirlichen einfachen ¢-Aminosiiuren. 


VI. Desaminierung von Peptiden. 

Ausgehend von der Erfahrung, daB manche Aminosiiuren in Peptid- 
bindung reaktionsfihiger als in freiem Zustande sind, hat M. Bergmann’) 
die Frage aufgeworfen, ob in manchen Fiillen die oxydative Desaminierung 
der Aminosiiuren schon an den peptidgebundenen Aminosiiuren einsetzt, 
und zwar nach folgendem Schema: 


R—CH(NH,)—C=0 R—CH(NH,)—C=O R—CH(NH,)—COOH 
NH Ni + 
| | ; 
HOOC—CH —2H, HOOC—C ss NH, 
| | 
CH, CH ™ 
| | HOOC—C: 0—CH,—R 
I R II R 
Dehydriertes Aminosiiure 
. Peptid (enthilt ' fe 
Peptid ey eine «,/-un- jnain™ Ammoniak 
gesiittigte Amino- + 
siure) Ketosiiure 


) Blew Z. 205, 65 (1932); Klin. Wschr. 11 (1932), dort weitere Literatur. 
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Das Wesentliche der Bergmannschen Hypothese ist, daB zuniichst 
durch Dehydrierung ein Peptid entstiinde, das eine o,f@-ungesittigte') Ami- 
nosiiure enthilt, und da sekundir durch fermentative Hydrolyse der 
peptidgebundene — nicht der freie — Aminostickstoff als Ammoniak ab- 
gespalten wird. 

Zur Priifung seiner Hypothese synthetisierte Bergmann dehydrierte 
Peptide vom Typus der Formel II und untersuchte, ob derartige dehydrierte 
Peptide von den Fermenten des Tierkérpers angegriffen werden. In der 
Tat fand er im Pankreatin und besonders auch in der Niere ein Ferment, 
das dehydrierte Dipeptide in Ketosiiure, Ammoniak und Aminosiiure hydro- 
lytisch zerlegt. Die Existenz einer ,,Dehydro-dipeptidase“ macht es wahr- 
scheinlich, daB dehydrierte Peptide im Tierkérper vorkommen, andernfalls 
wiire nicht verstiindlich, daB der Kérper ein Ferment besitzt, das nach 
Bergmann spezifisch auf dehydrierte Peptide eingestellt ist. 

Angeregt durch die Versuche von Bergmann, habe ich am Nieren- 
gewebe der Ratte die Geschwindigkeit der Desaminierung einiger Peptide 
mit der Desaminierung von Aminosiiuren verglichen. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 7 zusammengestellt. 


Tabelle 7. 


Vergleich der Desaminierungsgeschwindigkeit yon Aminosiiuren und 
Peptiden in Schnitten von Rattenniere. Konzentration der Aminosiiuren 
und Peptide m/20. Versuchszeit 1 Stunde. 























es | Gebildetes NH, 

Zugefiigte Substanz mg Gewebe pane Onn, 
Glykokoll ...... 4,44 12,6 2,83 
Glyeyl-glycin. . ... 4,13 12,3 2,97 
ee a jn late 3,11 4,21 1,36 
Glykokoll ...... 3.55 10,8 3,05 
a, ee a oe ; 2,58 17,2 6,66 
]-Leucyl-glycin .... 3,20 13,95 4,36 
Glyeyl-l-leucin .... 3,88 15,9 4,10 
I A! vite a os . 3,11 4,21 1,36 
Glykokoll. ...... 8,55 10,8 8,05 
ne 1,99 49,5 24,9 
d-Leucyl-glycin .... 3,91 10,9 2,79 
_. Se eee ro 3,11 4,21 1,36 
Glykokoll 4 3,55 10,8 3,05 
edlegin .. ww. 4,55 19,55 4,30 
RMR. 6 ska 1,75 51,6 29,5 
d,l-Alanyl-glycin ... 2,78 22,2 8,0 


Bei der Beurteilung der Versuche sind zwei Umstiinde zu beriick- 
sichtigen. Erstens kommt die Bergmannsche Hypothese — worauf mich 
Herr Professor Knoop aufmerksam gemacht hat — nicht fiir solche Pep- 





1) Vgl. hierzu Dakin, J. of biol. Chem. 67, 341 (1926). 
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tide in Frage, deren Peptidstickstoff einem Glykokollrest angehért, da in 
diesem Falle die Bildung eines Peptides mit einer «-f-ungesiittigten Amino- 
siure nicht méglich ist. Zweitens werden viele Peptide unter meinen Ver- 
suchsbedingungen (wie die Bestimmung des Aminostickstoffgehaltes der 
Lésung ergibt) etwa 100 mal schneller durch Dipeptidase gespalten, als die 
Spaltprodukte desaminiert werden. 1 Gewichtsteil Rattenniere (trocken) 
kann pro Stunde beispielsweise mehr als 25 Gewichtsteile d-Alanyl-glycin 
spalten. Infolgedessen ist nach kurzer Versuchszeit schon ein groBer Teil 
der fermentativ spaltbaren Peptide zerfallen. Es ist daher nicht verwun- 
derlich, da8 man nach Peptidzusatz hiufig dieselbe Ammoniakabspaltung 
findet wie nach Zusatz der Spaltprodukte. 

Unter den-von mir untersuchten Peptiden kommt der Bergmannsche 
Abbauweg fiir das Glycyl-leucin in Frage. Der Versuch wiirde eine Des- 
aminierung in der Peptidstufe beweisen, wenn die Ammoniakabspaltung 
aus dem Peptid gréBer als aus den Spaltprodukten wiire, was aber nicht 
der Fall ist. Die erdrterte Frage bleibt daher noch offen. Zur Entschei- 
dung wiiren Versuche mit geeigneten nicht spaltbaren Peptiden ndétig. 


VII. Harnstoffbildung aus Aminosauren. 


Analysiert man die Versuchsfliissigkeiten, in denen iiber- 
lebende Gewebe mit Aminosiiuren zusammengebracht sind, auf 
Harnstoff, so findet man, daB aus Arginin die Mehrzahl der Ge- 
webe Harnstoff bildet, was seit den Untersuchungen Kossels!) 
und seiner Schiller (Edlbacher?), Clementi)*) bekannt ist. Mit 
der Harnstoffbildung aus Arginin beschiftigen wir uns im folgen- 
den nicht. 

Aus allen iibrigen Aminosiuren kann allein die Leber Harn- 
stoff bilden. Wir haben die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung 
aus Aminosiiuren in der Leber gemessen und mit der Geschwin- 
digkeit der Harnstoffbildung aus Ammoniak verglichen. Die 
Messung der Harnstoffbildung erfolgte nach der friither angegebenen 
Methodik.*) 

Wie die Tab. 8 zeigt, wechselt die Geschwindigkeit der 
Harnstoffbildung von Aminosiiure zu Aminosiure; niemals ist sie 
gréBer als die Geschwindigkeit der Harnstoftbildung aus Ammo- 
niak, Dieses Ergebnis steht mit der Vorstellung in Einklang, 
da8 die Primirreaktion bei der Harnstoffbildung aus Amino- 
siuren die Abspaltung von Ammoniak ist, und daf ein direkter 
Ubergang von Aminostickstoff in Harnstoffstickstoff — wie ihn 





1) Kossel u. Dakin, Diese Z. 41, 321 (1904); 42, 181 (1904). 

*) Diese Z. 148, 273 (1925); 185, 1 (1929). 

*) Zit. nach Hunter u. Dauphinée, Proc. roy. Soc. Lond. Ser. B. 97, 
227 (1924), 

‘) Krebs u. Henseleit, Klin. Wschr. 11, 757 u. 1137 (1932); Diese Z. 
210, 33 (1932). 











Tabelle 8. 


Harnstoffbildung aus Aminosiiuren in Rattenleber. 
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Bicarbonathaltige (m/40) physiologische Salzlésung, 87,5°, 2 Stunden. 


Aminosiurekonzentration m/50. 


5 °/, CO, in O,. 


(24 Stunden Hunger), 





} 


ian a a ! 
RON OO MHI OUR Dm 


a ee 
OMWel Ss cr 


20 
21 
22 
23 
24 
*25 
26 
27 








Zugefiigte 


Aminosiiure 


Glykokoll 
d-Alanin. . 
d,l-Alanin . 
d,1-Valin 
d,l-Leucin . 
1-Leucin . 
d-Isoleucin 
d,1-Norleucin 
d,l-Asparaginsiure 
l1-Asparaginsiiure . 
d-Glutaminsiiure 
d-Lysin . . 
d-Ornithin . 
1-Cystin. .. 
d,1- “Phenylalanin 
1-Tyrosin oe 
Dijodtyrosin . 
d,l-Thyroxin . 
1-Tryptophan . 
1-Histidin 
d,l-Prolin 
1-Prolin . 
1-Oxyprolin 
d,l-Serin . 
Sarkosin . 
Asparagin . 
Taurin 





mg 


Leber 


14,49 
14,15 
16,11 
17,91 
13,42 
18,11 
15,17 
15,19 
17,63 
18,22 
15,63 
9,82 
6,76 
7,61 
15,23 
7,32 
14,48 
7,31 
8,27 
8,16 
15,59 
14,0 
6,45 
8,73 
6,80 
9,68 
7,038 





Xiarnstoff 
in Gegen- 
wart von 

Amino- 
siure 


20,6 
31,7 
41,4 
20,0 
30,0 
11,2 
7,4 
38,6 
11,7 
9,3 
8,0 
6,6 
7,9 


20,9 
21,6 


*) 





V; Tarn stoft 
in Gegen- 
wart von 

Amino- 








*) Xparnstort = gefundene Harnstoffmenge in emm CQ,. 


OHarnstoft 


ohne 
Zusatz 


0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
0,24 
1,24 
0,20 
1,24 
1,24 
0,20 
1,24 
1,24 
1,24 
0,20 
0,24 
0,24 
0,20 
1,24 
1,24 
0,24 
1,24 





Onarnstoft 
mit gleicher 
Leber in 
Gegenwart y, 
m 10- 2NH, 
und 2-10-% 


m-Lactat 


3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
4,36 
3,52 


4,36 


4,36 
2,20 


ft 


4, 36 


**) QOnarnstoft = gebildeter Harnstoff (in cmm) pro mg Gewebe und Stunde. 


Hofmeister’) vermutet hatte — nicht vorkommt. 
dem Siiureamid Asparagin entsteht Harnstoff nicht schneller als 
aus Ammoniak. 
Neben Harnstoff bildet die Leber unter den gegebenen Ver- 
suchsbedingungen aus Aminosiiuren Ammoniak nur in unwesent- 


lichen Mengen. 


6, 481 (1905). 


Auch 


aus 


Von der Summe des Harnstoffstickstoffs und 


1) Arch. f. exper. Path. 37, 426 (1896); Eppinger, Hofmeisters Beitr. 
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3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3,20 
3, e 
4,3 


4 
36 
36 
57 


BB 
4, 
4, 
D, 
4.365 
4.36 
4,36 
5.52 
3,20 
3,20 
5,59 


i, 36 
136 
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Ammoniakstickstoffs entfallen etwa 90—95°/, auf den Harnstoff- 
stickstoff. Die Geschwindigkeit der Harnstoffbildung aus den 
verschiedenen Aminosiuren in der Leber ist daher ein Mafstab 
fir die Geschwindigkeit, mit der die verschiedenen Aminosiuren 
in der Leber (bilanzméBig) desaminiert werden. — 

Fiigt man zu Lebergewebe gleichzeitig Ammoniak und Amino- 
siuren hinzu, so findet man, wie friiher schon ausfihrlich mit- 
geteilt, nach Zusatz von Ornithin eine gewaltige Beschleunigung 
der Harnstoffsynthese aus Ammoniak. 

Tabelle 


Steigerung der Harnstoffbildung aus in durch Alanin und Aspa- 
ragin. Versuchszeit: 2 Stunden. Ammoniakkonzentration 12 mg-°/,. Volumen 
der Versuchslésung 3 ccm. 























Zugefiigte Substanz mg Leber XHarnstott _ Ontarnstott 
~ 14,37 43,2 1,50 
d,l-Alanin (3 mg) 14,90 82,0 2,76 
Asparagin (3 mg) 14,42 81,5 2,82 
d,1-Lactat (6 mg) 28,02 150 2,68 
Pyruvinat (3 mg) 17,77 112 3,14 


Tabelle 10. 


Harnstoffbildung aus Ammoniak (10-? m) in Gegenwart von Lactat 
(2-107? m) und von Aminosiiuren (1,12-107? m). 























OHarnstoft - X 
Zugefiigte 4 
ohne A S i mg Leber — (Harnstott 
Aminosiure eee et (2 Stdn.) 
4,87 Glykokoll 7,05 43,5 3,09 
4,87 d,J-Alanin 8,91 62,5 3,51 
3,50 d,1-Valin 8,73 38,8 2,22 
3,50 d,l-Leucin 7,87 28,2 1,79 
4,87 d-Ornithin 6,14 147 11,95 
4,84 d-Lysin 10,43 98,5 4,73 
3,50 d,1-Asparaginsiiure 8,88 43,5 2,45 
3,50 d-Glutaminsiiure 6,85 51,0 3,72 
4,87 d,1-Serin 9,88 84 4,26 
3,50 ]-Asparagin 6,75 25,5 1,89 
3,50 1-Tryptophan 12,03 67,4 2,80 
3,50 1-Histidin 10,97 51 2,32 
4,87 d,1-Prolin 7,42 56 3,76 
3,50 1 Oxyprolin 8,32 57 3,42 








Mit manchen anderen Aminosiuren (Alanin, Asparagin) erhilt 
man hiufig gleichfalls Steigerungen der Harnstoffbildung aus 
Ammoniak, wie die Tab. 9 zeigt. Diese Steigerungen sind aber 
anderer Art, wie die Steigerungen durch Ornithin. Sie sind ver- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. 15 
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hiltnismaiBig gering und vor allem in gleicher Weise mit stick- 
stofffreien Substanzen, beispielsweise mit Milchsiure oder Brenz- 
traubensiiure zu erreichen. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist die 
steigernde Wirkung mancher Aminosiuren gleicher Art wie die 
noch nicht niher geklarte Wirkung der Milchsiure und Brenz- 
traubensaure. Jedenfalls wirken diese Aminosiuren niemals, wenn 
die Lésung schon Lactat oder Pyruvinat enthalt. In Gegenwart 
dieser Stoffe ist Ornithin die einzige Aminosiure, die die Harn- 
stoffsynthese aus Ammoniak beschleunigt. Als Beleg dieser fiir 
die Theorie der Harnstoffbildung wichtigen Tatsache gebe ich 
die Tab. 10 wieder. 


VIII. Bildung von Ketosauren aus Aminosduren. 


Otto Neubauer?) fand im Jahre 1909, daB nach Verfiitterung 
von kérperfremden phenylsubstituierten*) Aminosiuren, z. B. yon 
Phenylglykokoll, im Harn die den Aminosiiuren zugehérigen Keto- 
siiuren auftreten. Ferner fand er, daB die Ketosiiuren sich im 
Stoffwechsel den Aminosiiuren ihnlicher verhalten als die ent- 
sprechenden Oxysiéuren. Daraus schloB er, daB die Desaminieiung 
der Aminosiiuren im allgemeinen unter Oxydation des Aminosiure- 
restes zur Ketosiure erfolgt, nach dem Schema: 

R—CH(NH,)—COOH + O = R—C :0—COOH+ # NH, 
Aminosiure + Sauerstoff = Ketosiiure + Ammoniak. 
Knoop*) zeigte, daB die Umkehrung des Abbaues, die Amino- 
siiuresynthese in vivo und in vitro von den Ketosiuren und nicht 
von den Oxysiiuren aus erfolgen kann, Versuche, die nicht nur zu- 
gunsten der allgemeinen Giiltigkeit des oxydativen Weges sprechen, 
sondern auch den Mechanismus der Reaktion niher kliarten.®) 

Kine direkte Uberfiihrung der Aminosiiuren in die Keto- 
siuren im Tierkérper war bisher jedoch nur in wenigen Fillen 
méglich')*), nur bei den aromatischen Aminosiuren Phenylglyko- 
koll, Phenylalanin, Tyrosin und einigen Derivaten dieser Amino- 
siuren. In allen Fallen fanden sich aber neben den Ketosiuren 
auch die Oxysiuren, und nicht immer lieB sich beweisen, dab 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 95, 211 (1909); Hdb. d. norm. u. path. 
Phys. v. Bethe usw. 5, 775 (1928). 

*) Den Kunstgriff, phenylsubstituierte, kérperfremde Derivate fiir 
physiologische Zwecke zu verwenden, hat F. Knoop zuerst angegeben. 
Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

8) Zusammenfass. Darst.: Oxydationen im Tierkérper, Stuttgart 1931; 
ferner Diese Z. 148, 294 (1925). 

4) Kotake, mehrere Arb. in Diese Z. 122 (1923). 
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die gebildete Oxysiure nicht direkt, sondern erst durch sekundire 
Reaktionen aus der Ketosiure entstanden war. Daher ist die 
Frage, ob es neben der oxydativen Desaminierung noch eine 
hydrolytische Desaminierung gibt, noch immer Gegenstand der 
Krérterung.’) 

Wir priifen im folgenden die Frage der oxydativen Desami- 
aminierung der Aminosiiuren durch drei verschiedene Versuchsreihen. 

1. Desaminierung unter anaeroben Bedingungen. 
Wir untersuchen zuerst, ob tierische Gewebe imstande sind, bei 
AusschluB von Sauerstoff, unter anaeroben Bedingungen, Amino- 
siuren zu desaminieren. Als Gewebe benutzen wir die Niere 
der Ratte, dasjenige Gewebe, das in Gegenwart von Sauerstoff 
die gréBte Desaminierungsgeschwindigkeit besitzt. Als Versuchs- 
gefiiBe dienen kegelférmige GefaBe mit zwei Ansatzbirnen von 
der Form der Fig. 2, wie sie W. Cremer?) beschrieben hat. Der 





Fig. 2. 
Versuchsgefa8 mit 2 Anhingen nach W. Cremer. 


Hauptraum des GefiBes enthalt den Gewebeschnitt und 2,5 ccm 
der Versuchslésung (Bicarbonatkonzentration m/20). Birne 1 ent- 
halt die Aminosiiure mit 0,3 ccm Versuchslésung, Birne 2 0,2 ccm 
n-Salzsiure; der Gasraum wird mit 5 Vol.-°/, Kohlensaure (in 
praktisch sauerstofffreiem) Argon gefillt. Zuniichst wird das 
GefaB 15 Minuten im Thermostaten bewegt. In dieser Zeit 


1) Kotake, mehrere Arb. in Diese Z. 122 (1923). 


*) Biochem. Z. 206, 228 (1929). 
15* 
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werden vom Gewebe die letzten verunreinigenden Sauerstoff- 
spuren absorbiert.1) Erst dann wird aus der Birne die Amino- 
siure zum Gewebe hinzugegeben. Nach einer Versuchszeit von 
1 Stunde wird der Stoffwechsel durch Zugabe der Salzsiure aus 
der Birne 2 unterbrochen; das GefaiB wird geéffnet und das Ge. 
webe in das Wageglas iibertragen. Die Versuchslisung wird eis- 
gekiihlt und sobald als méglich auf Ammoniak analysiert. Die 
Ergebnisse sind in der Tab. 11 zusammengestellt. 


Tabelle 11. 


Ammoniakbildung aus Aminosiiuren (m/20) unter anaeroben Bedingungen 
in Rattenniere. 





























Anaerob 

In 75 Min. ics, Anaerob} Aerob 
, _ mg |gebildetes|. ohne | “nu, | nn, 
Zugefiigte Aminosiure Niere NH, Aminosiure| mit nach 

im 
(emm) eee. Amino- Pabelle 
_versuch) siure 5 u. 6 
Glykokoll ......{] 6,39 6,48 2,18 0,81 4,34 
d,l-Alanin. .. . 8,40 18,5 1,70 1,76 | 25,8 
d,1,- -Aminobuttersiure 12,64 16,4 1,70 1,04 17,2 
G@i-Valin ..... .{ 10,79 13,4 1,70 1,00 (57,6) 
d,l-Leucin. ..... 9,14 14,2 1,70 1,24 (34,7) 
d,l-Norleucin. . . . . | 10,94 16,2 1,70 1,19 60,7 
d-Isoleucin. ..... 5,17 14,0 2,18 2,17 3,24 
d-Ornithin. ..... 5,44 12,1 2,18 1,78 6,00 
Gigtin«......1 @80 14,7 2,18 2,03 4,42 
d,l-Serin. . . . | 15,88 16,8 1,70 0,85 11,8 
d,l-Asparaginsiiure ‘4 6,24 11,7 2,18 1,50 15,3 
d-Glutaminsiure .. . 5,82 11,7 2,18 1,61 9,06 
d,l-Phenylalanin .. . 8,17 13,6 1,70 1,34 77,0 
]-Tyrosin .... . . {| 11,50 17,3 1,62 1,20 4,34 
d.l-Proin ......] 712 13,1 1,62 1,47 4,48 
]-Oxyprolin ..... 8,15 18,8 1,62 1,84 5,52 
]-Tryptophan.... 8,71 19,3 1,62 1,77 4,46 
S| ee ae 5,87 13,9 1,62 1,89 3,18 


Man ersieht, daB die Niere anaerob schon ohne Zusatz von 
Aminosiiuren Ammoniak abgibt, und zwar nicht sehr viel weniger 
als unter aeroben Bedingungen. Diese ,spontane“ anaerobe 
Ammoniakbildung ist schon von Warburg’), von Holmes‘) und 





1) WeiBer Phosphor ist als Sauerstoffabsorptionsmittel fiir quantitative 
Versuche mit Ammoniak ungeeignet, ebenso wie die saure Chromchloriir- 
lésung nach Negelein.*) Beide Absorptionsmittel absorbieren Ammoniak. 

*) E. Negelein, Biochem. Z. 242, 175 (1931). 

°) Warburg, Posener u. Negelein, Biochem. Z. 152, 309 (1925). 

*) Patey u. Holmes, Biochem. J. 24, 1564 (1930). 
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anderen gefunden worden. Zu den bisher bekannten anaeroben 
Ammoniakquellen in der Niere gehéren die Adenylsiure (Emb- 
den und Schumacher) und das Asparagin (vgl. Abschnitt [X). 

Wihrend aber unter aeroben Bedingungen nach Aminosiure- 
zusatz eine Mehrbildung von Ammoniak bis auf das 30 fache 
auftritt (vgl. letzte Spalte der Tab. 11), finde ich unter anaeroben 
Bedingungen nach Zusatz von Aminosiiuren keine Mehrbildung, 
die auBerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegt. Es folgt 
daraus, da& die Desaminierung der Aminosiuren in der Niere 
an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden ist. Ich ziehe aus 
dieser Tatsache den SchluB, daB es im Tierkérper praktisch nur 
eine oxydative Desaminierung der Aminosiuren gibt. 

Zur Priifung der Frage, ob der molekulare Sauerstoff durch andere 
Wasserstoffacceptoren ersetzt werden kann, habe ich die Desaminierung 
unter anaeroben Bedingungen in Gegenwart von Methylenblau, Chinon, 
Hiimin, Alloxan untersucht, aber keine vermehrte Ammoniakbildung nach 
Zusatz dieser Stoffe gefunden. 

In meinen ersten Versuchen glaubte ich auch bei strengster Anaero- 
biose eine Desaminierung gefunden zu haben. Es stellte sich aber heraus, 
daB die gefundene Desaminierung erst nach der Herausnahme des Gewebes 
aus der Lésung stattfindet. Uberraschenderweise gibt die Niere an die 
Versuchslésung in groBen Mengen ein Ferment ab, das molekularen Sauer- 
stoff auf Aminosiuren iibertrigt und sie in Ammoniak und Ketosiure zer- 
legt, worauf ich spiter zuriickkomme. Zur Priifung der Desaminierung 
unter anaeroben Bedingungen ist es daher nétig, das Ferment vor dem 
Luftzutritt zur Lésung unwirksam zu machen, was in unserer Versuchs- 
anordnung durch Ansiuern mit Salzsiure erreicht wird. 

Histidase. Eine nicht-oxydative Ammoniakabspaltung aus Amino- 
siuren fand Edlbacher beim Histidin. Die Leber vieler Siiugetiere ent- 
hilt nach Edlbacher ein Ferment (,,Histidase“), das aus Histidin hydro- 
lytisch Ammoniak bildet. Doch scheint es, da8 hierbei das Ammoniak aus 
dem Imidazolring des Histidins stammt, nicht aus der freien «-Aminogruppe. 

2. Verhaltnis von Sauerstoffverbrauch zur Ammoniak- 
bildung. Die vorangehenden Versuche zeigen, da der nach 
Gleichung (2) zur oxydativen Desaminierung erforderliche Sauer- 
stoff iberwiegend der Sauerstoff der Atmung ist. Dies vorausgesetzt, 
diirfen nach Gleichung (2) pro Molekiil veratmeten Sauerstoffs im 
Hochstfalle 2 Molekiile Ammoniak erscheinen. Vergleichen wir die 
Ammoniakbildung mit dem Sauerstoffverbrauch, so finden wir 
(Tab. 1—3), daB im allgemeinen der Sauerstoffverbrauch viel gréBer 
ist, als nach Gleichung (2) fiir die Desaminierung nétig wire (da 
aufer der Desaminierung noch andere Oxydationen in der Zelle 
vor sich gehen). Vergiften wir aber die Zelle mit Blausiure 
(Tab. 13), so verschwinden die anderen Oxydationen fast vollstindig 
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und das Verhiltnis von Sauerstofiverbrauch zur Ammoniakbildung 
nihert sich dem fiir die oxydative Desaminierung erwarteten Ver- 
hiltnis 1:2. Dasselbe finden wir (Tab. 13) nach Vergiftung mit 
arseniger Siure und bei der ,,Atmung“ im Nierenextrakt (Tab. 17), 
Sauerstoffverbrauch 
Ammoniakbildung 
Es ergibt sich wiederum kein Anhalt fiir die Existenz einer 
nichtoxydativen Desaminierung von Aminosiuren. 

8. Uberfiithrung der Aminosiuren in Ketosiuren. Wir 
haben 3 verschiedene Versuchsanordnungen gefunden, in denen 
man durch Nierengewebe aus w-Aminosiiuren entsprechend der 
Gleichung (2) die Ketosiuren erhilt. Wahrend bisher der Ubergang 
von Aminosdiuren in Ketosiuren nur bei den 3 aromatischen 
Aminosiuren und Phenylglykokoll, Phenylalanin und Tyrosin — 
und einigen Derivaten dieser Aminosiuren — nachgewiesen war’), 
ist mit den neuen Anordnungen auch die Uberfiihrung der alli- 
phatischen «-Aminosiiuren in die Ketosiiuren méglich. 

1, Anordnung. Wir gehen bei der Anordnung der Versuche 
von der Tatsache aus, daB Ketosiuren Substanzen sind, die zum 
Teil von tierischen Geweben mit grofer Geschwindigkeit zerstért 
werden kénnen. Fiigt man beispielsweise Brenztraubensiure zu 
Nierengewebe der Ratte hinzu, so beseitigt das Gewebe unter 
Anstieg der Sauerstoffatmung in einer Stunde mehr als 10°/, des 
HKigengewichtes an Brenztraubensiure (Tab. 12). 


Tabelle 12. 


Brenztraubensiureverbrauch in Rattenniere. 





Niemals aber wird das Verhiltnis grdBer als 2. 





























; Brenstraubensiiuremenge | Dte22trauben- Sauerstoff- 
Niere agg og “4 siureverbrauch | verbrauch 
ee pro mg Gewebe pro mg 
mg und Stunde und Stunde 
zu Beginn | nach 2,5 Stdn. (emm) (emm) 
632 | 736 | 317 | 26,3 | 38,0 


Will man die bei der Desaminierung des Alanins erwartete 
Brenztraubensiiure nachweisen, so mu6 man zuerst die weitere 
Umsetzung der gebildeten Brenztraubensiiure in der Zelle ver- 
hindern. Wir haben daher nach Bedingungen gesucht, unter denen 
der Verbrauch der Brenztraubensiiure aufgehoben, ihre Bildung 
aber noch erhalten ist. 





1) Vgl. Neubauer, a.a.O., S. 210; Kotake, a.a.0., S. 210. Ferner 
Shambaugh, Lewis und Tourtellotte, J. of biol. Chem. 92, 499 (1932). 
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Tabelle 13. 


Desaminierung von d,l-Alanin in Gegenwart von Blausiure und arseniger 
Siure in Rattenniere. 

















Versuchslisung Yamino-n| NH, Vo, 
1. Ohne Alanin a) ohne Blausiure —- + 0,91 | — 21,0 
b) 2-10~% HCN — + 0,88} — 0,8 
2, 1,18-107? m 
d,1-Alanin a) ohne Zusatz — 14,7 | + 9,5 — 39,0 
b) 2-107? m HCN — 12,3 | + 12,8 — 7,0. 
c) 1-10~*m As,O, — 11,7 | + 10,1 — 8,6 











Tabelle 14. 


Hemmung der Ammoniakbildung aus Valin durch Blausiiure (m/25-1-Valin, 
bicarbonathaltige Salzlésung, ¢yyyoo, = ™/20, Gas 5°/, CO, in O,, 37,5°. 











Pe In 1 Stunde , 

Blausdure- . , °/, Hemmung 
konzentration mg Niere | gebildetes NH, UNH, durch HCN 
(emm) 

0 1,52 149 98 - 
m/500 1,20 103 96 2 
1/100 1,07 78,5 73,5 25 














1. Methode. Die gesuchten Bedingungen finden wir erfiilt, 
wenn wir Niere mit Blausiiure oder arseniger Siure vergiften. 
m/500-Blausiiure oder m/1000-arsenige Siure hemmen die Atmung 
in Gegenwart von Alanin verhiltnismifig wenig und beeinfiussen 
die Desaminierung nicht wesentlich (Tab. 13—14). Die gleichen 
Konzentrationen an Blausiiure oder arseniger Siure hemmen aber 
den Verbrauch an Brenztraubensiiure in der Niere fast vollstindig 
(Tab. 15). 


Tabelle 15. 


Hemmung des Brenztraubensiiureverbrauchs in Rattenniere 
durch arsenige Siure. 





Brenztraubensiureverbrauch 














Konzentration 
an AsO, pro mg Gewebe und Stunde (cmm) 
0 — 26,3 
10-3 m — 0,66 





Wihrend normale iiberlebende Niere weder in Gegenwart 
von Traubenzucker noch von Milchsiure oder von Alanin meBbare 
Mengen Brenztraubensiure abgibt, liefert sie nach Vergiftung mit 
Blausiiure oder arseniger Siure, wie erwartet, aus Alanin grobe 
Mengen Brenztraubensiure (nicht aber aus Glucose). 
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Nach Vergiftung mit Blausiure finde ich immer weniger Brenztrauben- 
siiure als nach Vergiftung mit arseniger Siiure. Blausiure besitzt eine un- 
erwiinschte Nebeneigenschaft: sie bewirkt, daB sich Brenztraubensiiure in 
der Liésung — schon auferhalb der Zelle — in ein Dimeres, in Para- 
Brenztraubensiure umlagert. Durch diese Nebenreaktion geht immer ein 
Teil der aus Alanin gebildeten Brenztraubensiure verloren. Arsenige Siure 
ist daher das geeignetere Gift. In Gegenwart von arseniger Siure finden 
wir innerhalb der MeBgenauigkeit das verschwundene Alanin quantitativ als 
Brenztraubensiure wieder (Tab. 16). 


Tabelle 16. 


Brenztraubensiurebildung aus Alanin in der Niere nach Vergiftung mit 
arseniger Siure (mit der Carboxylasemethode bestimmt.) 








ersuchslésun ) ’ Y Brenz- 
Versuchslésu & ¢ O, ONE, VAamino-N traubensiure 





—18 











0,2°/, Glucose, ohne Alanin . sT]+ 2,67 — 0 

















A 
2. wie 1., aber mit 107? m As,O, |— 3,2]+ 1,65 ~ 
3. 0,2°/, Glucose, 1,13-10-? m d,]1- 
Aleta, sis « + > « « »4~60819109 | ~1623 0 
4, wie 3., aber mit 10-?m As,O, .|— 8,6]+10,1 —11,7 +11,1 








Isolierung der Brenztraubensiure. 100,6 mg Nierenschnitte der 
Ratte (Trockengewicht) wurden mit 50 cem phosphathaltiger Salzlésung und 
400 mg d,l-Alanin nach Zusatz von 0,8 ccm m/20-arseniger Siiure 4 Stunden 
in Sauerstoffatmosphire bei 37,5° bewegt. Nach Ablauf der Versuchszeit 
wurden die Schnitte aus der Liésung entfernt und gewaschen. Versuchs- 
lésung und Waschflissigkeit wurden vereinigt (71 ccm) und mit 9 eem 30°/,- 
iger Trichloressigsiure versetzt. Das Filtrat (76 cem) wurde langsam mit 
14 ccm einer Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-Salzsiiure, die 
bei Zimmertemperatur gesiittigt war, versetzt. Die Krystallisation des Hydra- 
zons begann sofort. Nach 1 Stunde Eisschrankaufenthalt wurde der Nieder- 
schlag abzentrifugiert und auf der Zentrifuge je 1 mal mit m/4-Salzsiure 
und Wasser gewaschen. Der auf dem Glasfiltertiegel gesammelte und noch- 
mals griindlich mit Wasser gewaschene Niederschlag wog nach dem Trocknen 
im Vakuum 84,78 mg. Das Hydrazon war schon nahezu rein, es schmolz 
bei 213° (unkorr.). Aus Essigester krystallisierte es in 6 eckigen Blittchen. 
Der Schmelzpunkt des umkrystallisierten Hydrazons lag, wie Neuberg’) 
angibt, bei 216° (unkorr.), ebenso wie derjenige des reinen Brenztrauben- 
siure-2,4-Dinitrophenylhydrazons. Mischschmelzpunkt unverindert. Die 
Analyse ergibt: 


3,540 mg Subst.: 5,27 mg CO,, 0,86 mg H,0. 
C.H,O,N, Ber. C 40,29 H 3,01 
Gef. ,, 40,60 ,, 2,72. 
2.Methode. Die gesuchten Bedingungen — Erhaltung der 
Ketosiiurebildung, Hemmung der Ketosiurezerstérung — erhilt 






























1) Biochem. Z. 219, 490 (1980); 282, 479 (1931). 
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man in sehr einfacher Weise, indem man die Zellstruktur zerstirt. 
Zerreibt man Niere der Ratte im Mérser mit Sand und extrahiert 
man den Brei mit n/100-Phosphatpuffer von p,, 7,4, so erhilt man 
nach Zentrifugieren opalescierende Fliissigkeiten, in denen Amino- 
siiuren unter Sauerstoffaufnahme desaminiert werden, in denen 


aber die Desaminierungsprodukte anders als in der lebenden 
Zelle — bestindig sind und sich anhiufen. Der Nierenextrakt 
verbraucht bei Kérpertemperatur in Sauerstoff von 1 Atm. Druck 
meistens nur Spuren von Sauerstoff. Nach Zusatz von Amino- 
siuren tritt ein groBer Sauerstoftverbrauch auf; pro Molekiil ver- 
brauchten Sauerstoffs erscheinen 2 Mol. Ketosiiure und 2 Mol. 
Ammoniak, wie nach Gleichung 2 zu erwarten ist. Wir geben 
foleendes Beispiel wieder: 10g Schweineniere wurden mit 50 ccm 
m/100-Phosphatpuffer im Mérser mit Sand zerrieben. Dann wurde 
20 Minuten zentrifugiert. Die iiberstehende triibe Fliissigkeit, mit 
1 Volum Wasser verdiinnt, diente als Versuchslésung. Je 2,5 ccm 
wurden mit 0,3 ccm (neutralisierter) Aminosiurelésung versetzt, 
so daB die Aminosiureendkonzentration m/20 betrug. Der Ein- 
satz der VersuchsgefiBe (nach Fig. 1) enthielt 0,2 com n-Natron- 
lauge, der Gasraum Sauerstoff. Temperatur 37,5°. Versuchszeit 
SO Minuten. 

Die Ergebnisse enthilt Tab.17. Man ersieht, daf der Nieren- 
extrakt die einfachen a@-Aminosiiuren mit groBer Geschwindigkeit 








Tabelle 17. 


Oxydative Desaminierung von Aminosiiuren in Nierenextrakt. 

















NH.,- Keto- 
O,-Mehr- Mehr- | Keto-| siure- 
; O,-Ver-|"erorauch — bildung-| siure-| mehr- 
Zugefiigte . durch | Bil- | durch pi. | Pildung O, : NH; : 
Aminosiure brauch| Amino- dung | Amino- sath durch Ketosiure 
(emm) | siurezu- (omen) siure- | dung | Amino 
satz (emm) zusatz | (emm) | siurezus. 
(emm) (emm) 
Ohne Zusatz . . 47 2,04) — 5 — — 
Glykokoll....{ 61,4 14,4 | 21,4 1 5 i ie 
d,1-Alanin 309 262 529 509 485 480 1: 1,94: 1,83 
d-Alanin .... 55 8 49 29 31 26 — 
djl-Valin ....] 258 207 450 430 460 455 1: 2,08 : 2,20 
d.l-Leucin ...] 208 161 410 | 390 | 372 367 11:2,42:2.98 
d,l-Norleucin. .} 403 356 676 656 664 659 1: 1,85: 1,85 
d,l-Phenylalanin 171 124 289 269 225 220 1:2,17:1,85 
d,l-Serin'. ...] 188 91 186 166 107 102 — 
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desaminiert. Der Nierenextrakt greift nicht mehr alle Aminosiiuren 
an. Nach Zusatz von Diaminosiiuren, Aminodicarbonsiuren, ferner 
von d- oder 1-Histidin, 1-Tryptophan, Prolin und Oxyprolin finde 
ich keine vermehrte Ammoniakbildung. Nur diejenigen Amino- 
siiuren, welche im Gewebeschnitt besonders leicht desaminiert 
werden, werden im Extrakt noch angegriffen. 

Das desaminierende Ferment der Niere geht auch ohne 
mechanische Zerstérung des Gewebes in Lisung, wenn man 
Nierenschnitte 1 Stunde in physiologischer Salzlésung bewegt, eine 
Tatsache, die methodisch wichtig ist. Ich fiihre folgendes Beispiel 
an. 11,34 mg Rattenniere wurden bei 37,5° in 2,5 cem Salzliésung 
mit d,l-Alanin in Argon mit 5°/, Kohlensiure geschiittelt (Bi- 
carbonat m/20). Nach 1 Stunde wurde das Gewebe heraus- 
genominen und Sauerstoff mit 5°/, Kohlensiure in das Gefiil 
eingeleitet. Nach einer Ausgleichszeit von 10 Minuten wurde 
folgende Sauerstoffaufnahme gemessen: 


Nach 20 Minuten 60,5 cmm 
» 40 ” 108 ” 
» 60 , 144 , 
» 120 » —_—. 
”? 240 ” 249 ” 


Der Gesamtsauerstoffverbrauch (einschlieBlich der Ausgleichs- 
zeit) ergibt sich durch Extrapolation zu 282 cmm. Die Lésung 
enthalt ferner bei Schlu8 des Versuches 535 cmm Ammoniak und 
555 cmm Ketosiiure. Das Verhiltnis von O,:NH,:Ketosiure ist 


also 1:1,90:1,97. 


Es liBt sich also aus der Niere ein Ferment (oder ein 
Fermentsystem) extrahieren, das Aminosiiuren oxydativ nach Glei- 
chung 2 desaminiert und das man daher als ,,Aminosiiure-Oxydo- 
Desaminase“ bezeichnen kann. Die Oxydo-Desaminase ist in den 
Extrakten wenig bestindig. Bei 37,5° verlieren die Extrakte 
innerhalb der ersten Versuchsstunden schon etwa 30—50°/, ihrer 
Wirksamkeit. Die Abtrennung des Fermentes von der Zellstruktur 
hat seinen schnellen Untergang zur Folge, ebenso wie wir es von 
den Fermenten der Atmung und Girung kennen. 


Wir finden das desaminierende Ferment allein in der Niere 
und — in viel geringerer Menge — in der Leber (vgl. Tab. 21), 
nicht in den iibrigen Organen. Die Mehrzahl der Gewebe kann 
aus Aminosiiuren, wie es scheint, nur in dem MaBe Ammoniak 
bilden, in dem sie die Aminosiuren verbrennen kann. Denn wenn 
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man den Sauerstoffverbrauch mit der Ammoniakbildung in den 
Geweben vergleicht (Tabelle 1, 2), so findet man, daB weniger 
Ammoniak erscheint, als der vollstiindigen Verbrennung der zu- 
gesetzten Aminosiuren entspricht. Nur in der Niere und in der 
Leber ist ein besonderer Mechanismus vorhanden, durch den 
Aminosiuren spezifisch desaminiert werden kénnen. Pro Molekiil 
verbrauchten Sauerstoffs erscheinen hier unter geeigneten Ver- 
suchsbedingungen bis zu 2 Mol. Ammoniak. Niere und Leber 
entwickeln aus Aminosiiuren Ammoniak, ohne sie vollstindig zu 
verbrennen. 

3. Methode. Wihrend Brenztraubensiiure aus Alanin im 
Gewebeschnitt erst nach Vergiftung mit Blausiiure oder arseniger 
Siiure auftritt, gehen andere Aminosiuren in Nierenschnitten schon 
ohne Zusatz von Giften bilanzmiBig in die Ketosiuren iiber. In 
vielen Fallen verliuft — anders wie beim Alanin — die Desa- 
minierung schneller als die weitere Umsetzung der Ketosiure, so 
daB sich die Ketosiiuren in der Lisung anhiiufen. Vom Phenyl- 
alanin war dieses Verhalten zu erwarten, da aus den Versuchen 
von Kotake (a.a.0. 8S. 210) und anderen!) schon bekannt war, 
daB auch der Gesamtorganismus nach reichlicher Verfiitterung 
von Phenylalanin im Harn Phenylbrenztraubensiiure ausscheidet. 
Wir finden auch in einer Reihe von aliphatischen Aminosiuren 
eine Ketosiurebildung im nicht vergifteten Gewebe, wie folgende 
Versuche zeigen. 

a-Ketobuttersiure ausd,l-e-Aminobuttersiure. Kinen 
Versuch, in dem die Ketosiiurebildung manometrisch gemessen 
wurde, gibt Tab. 18 wieder. Der Bildung von 15,3 cmm Ammoniak 
(pro Milligramm Gewebe und Stunde) entspricht schon ohne 
arsenige Siure eine Ketosiurebildung von 11,8 cmm. Betrachtet 
man die Ammoniakbildung als Maf fiir die Desaminierung der 
Aminosiiure, so wiiren 77°/, der desaminierten Aminosiiure als 
Ketosiiure wiedergefunden. Nach Vergiftung mit m/1000-arseniger 
Siiure steigt die Ketosiiurebildung noch an und wird innerhalb 
der MeBfehler der Ammoniakbildung iquivalent. In der vergifteten 
Zelle wird also die umgesetzte Aminosiiure nahezu quantitativ 
in die Ketosiiure iibergefiihrt. 


Die Isolierung der «-Ketobuttersiiure geschah in folgendem Ansatz: 
300 mg 4d,l-«-Aminobuttersiiure wurden mit 50 cem Phosphatsalzlésung, 
0,25 cem m/20-arseniger Sdure und 131,7 mg Rattenniere (Trockengewicht) 
1!) Vgl. Neubauer, a.a.O. 8.210; Kotake, a.a. 0. S. 210. Ferner 
Shambaugh, Lewis u. Tourtellotte a.a. O. S. 214. 
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Tabelle 18. 


Ketosiiurebildung aus d,1-a-Aminobuttersiure. 





Versuchslésung: Phosphatsalzlésung. 37,5°. Gas O,. Zeit 2 Stunden. 




















mg Versuchslésung Gebildetes Gebildete 
Niere Qo, Ammoniak Onn, Ketosiure| Ox etosinre 
(Ratte) (emm) (emm) 
5,57 | m/100-d,l-a-Amino-| 19,2 171 15,3 131 11,8 
buttersiiure ohne 
As,O, 
6,97 | m/100-d,l-a-Amino-]| 14,6 286 20,5 217 15,6 
buttersiure 
m/4000-As,0, 
5,99 | m/100-d,l-o-Amino- | 12,4 175,5 | 14,6 182 15,2 
buttersiure 
m/1000-As,O, 




















4 Stunden bei 37,5° in Sauerstoffatmosphiire bewegt (Gefi® nach Fig. 1). 
Nach 4 Stunden wurden Versuchslésung und Waschfliissigkeit (71 ccm) 
mit 9 cem 30°, iger Trichloressigsiiure enteiweiBt. Das Filtrat (76 ccm) 
wurde mit 15 cem 2,4-Dinitro-phenylhydrazon-Lésung (gesiittigt bei 
Zimmertemperatur in 2 n-Salzsiiure) versetzt, worauf sofort ein citronen- 
gelber Niederschlag fiel. Er wurde nach 1 Stunde (Eisschrank) abzentri- 
fugiert, auf der Zentrifuge mit 10 ccm m/4-Salzsiiure und mit Wasser ge- 
waschen und auf dem Glasfiltertiegel gesammelt. Er wog 124,17 mg und 
schmolz bei 195° (unkorr.). Essigester krystallisiert das Hydrazon in langen, 
citronengelben Nadeln, die konstant bei 203,5° (unkorr.) schmelzen. 


Die Analyse ergibt: 
3,896 mg Subst.: 6,11 mg CO,, 1,24 mg H,0. 


CisHOeN, Ber. C 42,54 H 3,57 Gef. C 42,77 H 3,56. 


Dimethyl-brenztraubensiure aus d,l-Valin. Beim 
d,l-Valin finden wir ahnliche Verhiltnisse wie bei der e-Amino- 
buttersiure. Ohne Zusatz von arseniger Siiure werden, wie die 
Tab. 19 zeigt, schon 57°/, der desaminierten Aminosiure als 
Ketosiure wiedergefunden (gemessen an der Ammoniakbildung). 
Nach Zusatz von m-/4000arseniger Siiure steigt die Ausbeute 
auf praktisch 100°/, an. 


Die Isolierung der Dimethyl-brenztraubensiure wurde in dhnlicher 
Weise wie die Isolierung der o-Ketobuttersiure durchgefihrt. Mit Hilfe 
von 163,5 mg Niere wurde 114,3 mg Rohprodukt des Hydrazons erhalten 
(Schmelzp. 194,5°). Nach Umkrystallisieren aus Essigester Schmelzp. 195° 
(unkorr.). Die Analyse ergibt: 


3,621 mg Subst.: 5,97 mg CO,, 1,25 mg H,O. 
C,,H,,0.N, Ber. C 44,58 


H 4,08 Gef. C 44,96 H 3,86. 














Tabelle 19. 
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Ketosiurebildung aus d,l-Valin in Phosphatsalzlésung, 37,5°, O,. 

































































nden. Versuchszeit 2 Stunden. 
a — 
mg | Versuchslésung Gebildetes Gebildete 
Niere Yo, |Ammoniak] QOyyq |Ketosiure| Oxgctoss 
etosii a d etosdure 
—— (Ratte) (2,5 cem) (emm) ° (emm) 
118 9,35 | m/100-d,1-Valin | —32,0!} 168 9,00 78 +4,17 
9,58 | m/100-d,1-Valin | —31,1 221 11,5 187 +9,8 
++ m/4000-As,0, 
15,6 6,41 Ohne Valin —18,5 21,1 1,65 0 0 
a-Ketocapronsiure aus d,l-«-Amino-capronsiure (Nor- 
15.2 leucin). Beim Norleucin erscheinen ohne Vergiftung 78°/, des abgegebenen 
’ Ammoniaks an Ketosiure, in Gegenwart von m/1600-arseniger Siure 96°/,, 
wie Tab. 20 zeigt. Zur Isolierung der Ketosiiure wurden 519 mg (Trocken- 
gewicht) Schnitte von Schweineniere mit 65 ccm Phosphat-Salzlésung, 
‘ig. 1) 0,2 ccm m/20-arseniger Siiure und 400 mg d,l-c-Amino-n-capronsdure an- 
com) gesetzt und 4 Stunden in Sauerstoffatmosphire bei 37,5° bewegt. Ausbeute 
: com) an Rohprodukt: 126,7 mg Hydrazon Schmelzp. 147—148° unkorr. Nach 
hes Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser Schmelzp. 148° (unkorr.). Analyse: 
onen 3,577 mg Subst.: 6,18 mg CO,, 1,35 mg H,0. ; 
entri- C,.H, ON, Ber. C 46,44 H 4,55 Gef. C 46,51 H 4,22 . 
Fr ge- Tabelle 20. 
| und Ketosiiurebildung aus d,l-«-Amino-n-capronsiure (d,1-Norleucin). 
— (Bedingungen wie Tab. 19). 
mg Versuchslésung ‘manatee 0 "sah 0 
mmonia : etosiure ii 
6 Niere (2,5 eem) NH; Ketosaure 
6. (emm) (cmm) 
elm 10,94 | m/50-d,1-Norleucin 330 15,1 258 11,8 
ood 10,77 m/50-d,1-Norleucin 432 20,0 413 19,2 
die + m/1600-As,0, 
] , ; 
= «-Keto-iso-capronsiure aus d,l-Leucin. Einen Versuch, in dem 
ng). die Ketosiurebildung aus Leucin manometrisch gemessen wurde, gibt Tab. 21 
ute wieder. Die Isolierung der Ketosiure geschah in folgendem Ansatz: 50 ccm 
m/20-d,l-Leucin wurden in Phosphat-Salzlésung nach Zusatz von 0,2 cem 
m/20-As,0, mit 115,8 mg Rattenniere in Sauerstoff bei 37,5° bewegt. Nach 
cher 3 Stunden wurde das Gewebe aus der Lésung entfernt. 48 cem wurden 
lilfe mit 3 cem 380°/, iger Trichloressigsiure enteiweiBt. 48 ccm Filtrat gaben 
ten nach Zusatz von 20 cem 2,4-Dinitrophenyl-hydrazin einen eigelben Nieder- 
95 





schlag, der 50,30 mg wiegt. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol—-Wasser 155° (unkorr.). Die Analyse ergibt: 
3,260 mg Subst.: 5,60 mg CO,, 1,32 mg H,0. 


C,,H,,O.N, Ber. C 46,44 H 4,55 Gef. C 46,84 H 4,53. 
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Tabelle 21. 


Bildung von a-Keto-iso- capronsiure aus d,1-Leucin in Rattenniere und Ratten- 
leber. Versuchslésung: je 2,5 ccm Phosphatlésung mit m/20-d,l-Leucin pro 
GefiB. Gas: 95 87,5 Grad; Zeit: 2 Stunden. 















| 
| 
| 





seb $28 
Zusaiz zur ver- one ee 2 
a brauch- ni & = 2 a 
Versuchslésung mg ) 2O offs 3 
G b ter Qo, ee Onn 39 s 
(Endkonzen- —. o. fies ‘Toot! & 
tration) eo Ee eef] & 
(cmm) SOs S35 





3,80 1 mg 
Niere 
m/5000-As,0, | 8,65 mg | —255 | —14,7] 300 | 17,3 310 | 17,9 
Niere 
m/1000-As,O, | 10,85 mg} —353 | —16,3] 516 | 23,7 518 | 23,8 
Niere 
_ 16,14 mg | —399 | —12,3] 165 5,12 85 2.63 
Leber 
m/5000-As,0, | 19,14 mg] —195 | — 5,1] 203 5,380 | 144 | 3,75 
Leber 


Phenylbrenztraubensiure aus d,l-Phenylalanin. Die Ausbeute 
an Phenylbrenztraubensiiure wird durch Vergiftung mit arseniger Siiure 
nicht vergré8ert. Zur Isolierung der Phenylbrenztraubensiure wurden 
666,5 mg (Trockengewicht) Schnitte von Schweineniere mit 500 mg d,1-Pheny]- 
alanin in 80 ccm Phosphat-Salzlésung bei 37,5° in Sauerstoff gehalten. 
Nach 4 Stunden gab eine Probe der Lisung im ‘Atherextrakt eine intensive 
Eisenchloridreaktion, die fiir Phenylbrenztraubensiure charakteristisch ist.’) 
Ausbeute an Rohprodukt des Dinitrophenyl-hydrazons 164,94 mg. Schmelz- 
punkt 188—189°. 

Schweineniere, die gleichzeitig ebenso, jedoch ohne Zusatz von Amino- | 
siure behandelt war, ergab keinen Niederschlag mit 2,4-Dinitropheny]l- J 
hydrazin. 

Das Phenyl-brenztraubensiiure-2,4-dinitro-phenyl-hydrazon lést sich 
leicht in heiBem Alhohol. Nach Zusatz des gleichen Volumens Wasser 
krystallisiert es in orangegelben, zu Biischeln angeordneten Nadeln, die 
bei 188—189° (unkorr.) schmelzen. 

Die Analyse ergibt: 

3,724 mg Subst.: 7,04 mg CO,, 1,20 mg H,0. j 

C,5H,,0,N, Ber. C 52,31 H 3,60 Gef. C 51,56 4H 3,52. 

























































IX. Ammoniakbildung aus Asparagin. 


Verschieden von der Desaminierung der Aminosiuren ist die Ab- 
spaltung der Amidgruppe aus dem Siureamid-Asparagin. Die Desaminierung 
der Aminosiuren ist, wie wir sahen, mit der Oxydation des Aminosiure- 
restes verbunden. Die Abspaltung der Siureamidgruppe dagegen erfolgt 
hydrolytisch nach der Gleichung: | 


1) Meyer-Jacobsen, Lehrb. d. org. Chem. II, 223. 
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COOH-CHNH,-CH,-CONH, +H,0 =COOH-CHNH,-CH,-COOH+NH, (3) 


Die Reaktion (3) wird durch ein Ferment katalysiert, das S. Lang’) im 
Jahre 1904 entdeckt hat, und das Asparaginase genannt wird. Asparaginase 
findet sich in vielen tierischen Geweben, besonders in Leber und Niere. 
Die Wirkung des Fermentes ist weder an die Intaktheit der Zellstruktur, 
noch an die Anwesenheit von Sauerstoff gebunden; unter streng anaeroben 
Bedingungen finden wir die gleiche Ammoniakabspaltung wie unter 
anaeroben Bedingungen. 

Die Frage, ob sich Glutamin ebenso wie Asparagin verhiilt, ist bisher 
nicht genauer untersucht worden (vgl. Geddes und Hunter). 


X. Quelle des Harnammoniaks. 


Nash und Benedikt?) zeigten im Jahre 1921, dab der 
Hauptanteil des Ammoniaks in der Niere selbst gebildet wird. 
Sie fanden, daB das zugefiihrte Blut in der Niere kein Ammoniak 
abgibt, sondern sogar Ammoniak aufnimmt. Die Nierenvene iiber- 
trifit an Ammoniak die Nierenarterie um ein Mehrfaches. Darum 
kann das Harnammoniak nicht aus dem Blute stammen, das der 
Niere zuflieBt. 

Nachdem so bewiesen war, dai die Niere das Ammoniak 
bildet, entstand die Frage, aus welchen Stofien die Niere das 
Ammoniak gewinnt. Bisher war die Frage nach dieser ,,Ammoniak- 
muttersubstanz“ nicht befriedigend zu beantworten. Nash und 
Benedikt?) und spiter Bollmann und Mann”®) vermuteten im 
Harnstoff die Vorstufe des Harnammoniaks. Bollmann und Mann’*) 
fiihren zur Begriindung an, daB in ihren Versuchen an entleberten 
Hunden die Ammoniakausscheidung im Harn mit der Abnahme 
des Harnstoffs im Blut absank und nach intravenéser Injektion 
von Harnstoff wieder anstieg. 

Wir haben unter vielfacher Veriinderung unserer Versuchs- 
bedingungen die Frage der Ammoniakbildung aus Harnstoff in 
der Niere gepriift. Aber weder unter physiologischen Bedingungen, 
noch bei Anderung der Wasserstoffionenkonzentration oder der 
Bicarbonatkonzentration, noch bei Verwendung von Serum als 


1) Hofmeisters Beitr. 5, 321 (1904); vgl. ferner v. Fiirth u. Friedmann, 
Biochem. Z. 26, 435 (1910); Maeda, ebenda 143, 342 (1924); Dieter, 
Diese Z. 120, 281 (1922); A. Clementi, Arch. farmacol. sper. 41, 241 
(1926) und Arch. Scient. biolog. 13, 443 (1929); Geddes u. Hunter, J. of 
biol. Chem. 77, 197 (1928); Grassmann u. Mayr, Diese Z. 214, 185 (1933). 

*) J. of biol. Chem. 48, 463 (1921); 51, 514 (1921); 69, 381 (1926); 82, 
673 (1980); 94, 788 (1932). 

5) Amer. J. Physiol. 92, 92 (1930). 
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Versuchslésung, noch nach Zusatz von Acetessigsiure oder f-Oxy- 
buttersiure haben wir eine Ammoniakbildung aus Harnstoff gefunden, 
Wir schlieBen daraus, daB Harnstoff nicht zu den Ammoniak- 
muttersubstanzen in der Niere der Siuger gehdrt.?) 

Der von Bollmann und Mann angegebene Versuch darf 
daher nicht in der Weise erklirt werden, daB man annimmt, 
Harnstoft sei die Quelle des Harnammoniaks. 


Adenylsiure spaltet zwar, wie Embden und Schuhmacher’®) fanden, 
in der Niere Ammoniak ab, doch reicht die Ammoniakbildung aus Adeny]- 
siiure nicht aus, um die Gesamtammoniakbildung zu erkliren. 


Nach den vorangehenden Abschnitten sind die Aminosiuren 
in der Niere Ammoniakmuttersubstanzen. Untersuchen wir die 
Frage, ob die Geschwindigkeit der Desaminierung von Amino- 
siuren allein ausreicht, die im Harn vorkommenden Ammoniak- 
mengen zu erkliren, so legen wir der Berechnung die Messungen 
an der menschlichen Niere zugrunde. Die menschlichen Nieren 
scheiden pro Stunde normalerweise etwa 10—40 mg Ammoniak 
aus. Unter pathologischen Bedingungen — in der diabetischen Aci- 
dose — steigen die stiindlichen Ammoniakmengen auf 50 bis 
200 mg. Nach Tab. 22 kann menschliche Niere aus Aminosiuren 
pro mg Trockengewicht und Stunde bis zu 5 cmm = 0,0038 mg 
Ammoniak bilden. Setzen wir das Gesamttrockengewicht der 
menschlichen Niere zu 60 g, so ergibt sich eine maximale 
Ammoniakbildung von 230 mg pro Stunde. Die Ammoniakbildung 
aus Aminosiiuren reicht also aus, sogar die hohen Ammoniak- 
werte in den Harnen acidotischer Zuckerkranker zu_erkliren. 
Daher kénnen wir annehmen, daf die Aminosiiuren die Haupt- 
quelle des Harnammoniaks sind. 

Obgleich an diese naheliegende Méglichkeit schon oft 
gedacht wurde — zuerst von Nash und Benedikt, spiiter von 
Bornstein und Budelmann’) und von Patey und Holmes?) —, 
und obgleich Bornstein und Budelmann sowie Patey und 
Holmes‘) schon gezeigt hatten, dafi die Niere aus Glykokoll 
Ammoniak abspaltet, so war doch bisher mangels quantitativer 
Messungen die Frage unentschieden, in welchem Mae Amino- 
siuren an der Ammoniakbildung in der Niere beteiligt sind. 


1) Vgl. hierzu Rehberg, Brandt und Blem, Pfliigers Arch. 230, 
689 und 697 (1932). 

*) Pfliigers Arch. 223, 487 (1929). *) Biochem. Z. 218, 64 (1930). 
*) Biochemie. J. 24, 1564 (1930). 
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sl XI. Bedeutung des Harnammoniaks, 
a : Die Ammoniakausscheidung ‘in der Niere dient, wie schon 
vor lingerer Zeit Naunyns Schule!) und spiter Miinzer?), 
dort Hasselbalch*) und Henderson’) erkannt haben, der Regulie- 
baeit rung des Siuren- und Basenhaushalts im Organismus. Kreisen 
im Blute nicht flichtige Siuren, die der Kérper nicht verwerten 
kann — sei es infolge vermehrter Siiurezufuhr, sei es, wie im 
anden, Diabetes mellitus, infolge vermehrter Siurebildung —, so ist es 
no Aufgabe der Nieren, die iiberschiissigen Siiuren auszuscheiden. 
Im Blute kreisen die auszuscheidenden Siuren, soweit ihre Disso- 
vuren ' giationskonstante gréBer als 10~® ist, vorwiegend in ionisierter 
. die ' Form als Natriumsalze. Im Harn erscheinen die Siiuren, wenn 
mino- § ihre Dissoziationskonstante auch den Wert 10~° iibersteigt, eben- 
niak- falls vorwiegend in ionisierter Form, aber nicht mehr als Natrium- 
Inge §  salze, sondern als Ammoniumsalze. In der Niere wird das Natrium- 
leren | ion gegen das Ammoniumion ausgetauscht. Der Sinn dieser Reak- 
oniak tion ist die Kinsparung von Natriumionen, d. h. von indifferenten 
Aci- | Kationen. Ammoniak ist wegen seiner groBen Giftigkeit im Blut 
D bis als Neutralisator unbrauchbar. Durch den Austausch des Natriums 
ven ' gegen Ammonium bei der Ausscheidung der Siiuren kann aber 
8 mg _ der Kérper Natrium mit Hilfe von Ammoniak einsparen. 1 Natrium- 
| der - ion kann so nacheinander viele Siiureiquivalente auf dem Wege 
male bis zur Niere neutralisieren. 
dung 
niak- : XII. Acidose der Nierenkranken. 
wang Krankhafte Stérungen der Ammoniakausscheidung kennen wir 
me" seit den Arbeiten von Henderson und Palmer), van Slyke, 
oft Rabinowitsch’) und Magnus-Levy*) bei Nierenkrankheiten, 
jon die zur Niereninsuffizienz fiihren. Im Stadium der Niereninsuffizienz 


: sinken die Ammoniakwerte im menschlichen Harn auf Bruchteile 
_ des Normalen. 


okoll Die Frage, warum in der Niereninsuffizienz das Harnammoniak 
ae fehlt — ob infolge mangelhafter Ausscheidung oder infolge mangel- 
las hafter Bildung in der Niere — war bisher noch offen. 
1) Hallervorden, Arch. f. exper. Path. 12, 237 (1880); Stadelmann, 
ebenda, 17, 419 (1883); Minkowski, ebenda, 18, 37 (1884). 
23%) *) Biochem. Z. 71, 255 (1915). *) Biochem. Z. 74, 16 (1915). 
“ici 4) Henderson u. Palmer, J. of biol. Chem. 21, 35 (1915). 
930). 6) J. of biol. Chem. 21, 35 (1915). 5) J. clin Investig. 2, 255 (1926). 


7) Arch. int. Med. 33, 392 (1928). 
8) Z. klin. Med. 107, 197 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVII. 16 











226 Hans Adolf Krebs, 


Ich habe die Ammoniakbildung aus Aminosiuren in ver- 
schiedenen menschlichen Nieren, die wegen Tuberkulose exstirpiert 
waren, untersucht. In solchen Nieren, in denen die pathologischen 
Veriinderungen auf kleine Herde beschrankt waren und in denen 
Nierenteile untersucht werden konnten, die von den kranken 
Herden entfernt lagen, finde ich eine viel gréSere Ammoniak- 
bildung als in den (histologisch gesunden) Teilen solcher Nieren, 
in denen die krankhaften Herde sehr ausgedehnt waren, und bei 
denen die klinische Untersuchung Funktionsstérungen zeigte (T'ab. 22), 
Die Niere verliert also, wenn sie erkrankt, die Faihigkeit, Amino- 
siuren mit geniigender Geschwindigkeit zu desaminieren. Das 
Fehlen des Harnammoniaks in der Niereninsuffizienz ist nicht die 
Folge des Versagens der sekretorischen Leistungen der Niere, 
sondern — zumindest teilweise — Folge des Erlahmens der 
chemischen Leistungen. 


Tabelle 22. 


Ammoniakbildung in menschlicher Niere (Operationsmateria)). 
Versuchslisung: 
Physiologische Salzlésung mit m/40-NaHCO,, m/50-Aminosiure. 
Niere I—III zeigten nur kleine umschriebene tuberkulise Herde, Niere LV, 
V und VI zeigten ausgedehnte Verinderungen. 














anal Niere I | Niere II | Niere III] NiereIV | Niere V | Niere VI 
Aminosiiuren Q 0 Q 

Onn, NH; UNH; NH; Onn, Onn, 
ohne Zusatz. . 0,89 0,47 1,27 1,06 0,64 0,50 
vee. « ss 1,50 1,64 -- — _— 0,89 
PUG. » 6 » 1,44 2,18 — -— -— 0,88 
d-Leucin . . . 1,93 — os 0,89 
]-Leucin ... 2,10 _ — Ha, re 1,10 
]-Asparaginsiure 5,06 5,68 4,55 4,37 3,22 1,16 
d-Glutaminsiure 4,75 aoa 2,79 _ 0,86 
d-Phenylalanin . — 6,03 — 1,75 1,28 _ 
1-Phenylalanin . — 1,65 — 1,75 ~—- . 
d-Lysin .. . 1,95 — — 1,50 — 0,55 
d-Alanin ... _ — 4,21 — — — 




















Diese Stérung der Nierenfunktion ist fiir den Gesamtorganismus 
von Bedeutung. Ist die Niere nicht mehr in der Lage, Ammoniak 
fiir die Neutralisierung der Saiuren — von denen es scheint, dal 
sie bei Niereninsuffizienz vermehrt im Blute vorkommen (Becher *)— 
zur Verfiigung zu stellen, so miissen die Siiuren bei der Aus- 
scheidung als Natriumsalze den Korper verlassen. Die Folge ist, 
daB der Kérper sein Alkali verliert; das an Bicarbonat gebundene 





1) Becher, Enger und Herrmann, Klin. Wschr. 11, 891 (1932). 





















































Untersuchungen tiber den Stoffwechsel der Aminosiiuren im Tierkérper. 997 


Alkali sinkt auf einen Bruchteil der Norm und der niereninsuffi- 


nh ver- 

tirpiert ziente Organismus verfillt in die lebensbedrohende ,,Acidose“. 

risch : Es war zwar noch unentschieden, ob die uriimische Acidose — wie 

rischen ee 

dene Magnus-Levy meint — allein auf Mangel an Ammoniak in der Niere 
i beruht, oder ob — wie Volhard') und Becher’) meinen — eine abnorme 

ranken Siurebildung mitbeteiligt ist. Doch zweifeln wir nach Hendersons, 

ioniak- fF van Slykes und Magnus-Levys Untersuchungen nicht daran, daB der 

Nieren, Mangel an Ammoniak die wesentlichste Ursache fiir die Enstehung der 

nd bei uriimischen Acidose ist, und daB es keine uriimische Acidose gibt, solange 

| " die Ammoniakbildung in der Niere normal ist. 

ab. 22), 

_ XIII. Zusammenfassung. 

as +: ° e . 

ht di Die Untersuchung des Stoffwechsels der Aminosiuren in 

y 1e ss : ” » : 

Nier< iiberlebenden Gewebeschnitten fiihrte zu folgenden Ergebnissen: 

in a 1. Die Niere ist — neben der Leber — einer der Haupt- 
sr 


orte der Desaminierung der Aminosiiuren. Die Aminosiiuren sind 
die wesentlichsten Quellen des Harnammoniaks. — Die Ammoniak- 
bildung in der Niere ist fiir die Regulierung des Siuren—Basen- 
cleichgewichtes notwendig. Stérungen der Ammoniakbildung fiihren 
zur Acidose. Die uriimische Acidose ist nicht die Folge einer 
mis io mangelhaften Nierensekretion, sondern in erster Linie Folge mangel- 
-_ hafter Stoffwechselleistungen der Niere, der mangelhaften Desami- 

















_ nierung von Aminosiuren. 

_— F 2. Eine Reihe von optisch aktiven nichtnatiirlichen Amino- 
Gxt, | — siuren Q-Alanin, 1-Valin, d-Leucin, d-Phenylalanin, d-Histidin) wird 
0,50 in der Niere der Ratte (10 bis 20 mal) schneller desaminiert als 
0,89 die entsprechenden optisch natiirlichen Formen. 
0,88 ae hy: ae ‘ ; 
0.89 3. Die Desaminierung der «-Aminosiuren verliiuft praktisch 
1,10 quantitativ auf dem von Neubauer und von Knoop aufgefundenen 
oxydativen Wege, unter Bildung von Ketosiiuren. Die Niere ent- 
ite | hilt ein Ferment, das @-Aminosiiuren mit Hilfe von molekularem 
ie Sauerstoff in «-Ketosiiuren iiberfiihrt. Es wird die Uberfiihrung der 
_ | Aminosiuren in die Ketosiuren fiir eine Reihe von Fillen 

' beschrieben (Alanin —> Brenztraubensiure, «-Aminobuttersiure 
ismus -> «-Ketobuttersiiure, Phenylalanin —> Phenylbrenztraubensiure, 
oniak Leucin —> «-Keto-isocapronsiure, Norleucin —> «-Keto-n-capron- 
, dab of siiure). Fiir die anderen Aminosiuren (Aminodicarbonsiiuren, Di- 
ir!) — aminosiuren und Glykokoll) wird der oxydative Abbauweg durch 
Aus- |{ die Tatsache bewiesen, daf die Desaminierung an die Anwesenheit 
re ist, von Sauerstoff gebunden istund unteranaeroben Bedingungen aufhért. 
ndene , 1) Handb. d. inn. Med. v. Mohr-Stachelin, 2. Aufl., Bd. VI, 761. 
32), *} Vgl. Anmerkung 1, S. 226. 
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Uber die Fettsiuren der Leberphosphatide und des Leberdéls 
von Etmopterus spinax (Ordnung: Selachii). 


(6. Mitteilung iiber Phosphatide.)) 
Von 


E. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1933.) 


Wabhrend die in der Hauptsache aus Triglyceriden bestehenden 
Lebertrane durch den Gehalt an hochungesiittigten Fettsiuren 
der ©,,--+- und C,,----Gruppen ausgezeichnet sind, enthalten die 
squalenreichen Lebertrane mancher Selachier an ungesittigten 
Siiuren im wesentlichen nur solche der Olsiurereihe. Als letztes 
Glied dieser Reihe tritt hier eine Siure C,,H,,0, [Tsujimoto?, 
Guha, Hilditch und Lovern’)] auf, die in den Lebertranen der 
erst erwihnten Art fehlt und die nach Tsujimoto‘) identisch ist 
mit der von mir°) als Spaltpredukt eines Cerebrosids aufgefundenen 
Nervonsiure.*) Es schien mir nun von Interesse, die Phosphatide 
dieser squalenreichen Selachierlebern, insbesondere die als Spalt- 
produkte auftretenden Fettsiiuren, noch etwas genauer zu unter- 
suchen, 

Durch Herrn Prof. Schmidt-Nielsen Trondhjem, dem ich 
auch an dieser Stelle fiir sein groBes Entgegenkommen meinen 
besten Dank aussprechen méchte, wurden mir Lebern einer kleineren 
Haifischart (Ktmopterus spinax), deren Lebertran iiber 50°/, Un- 
verseifbares (darunter reichliche Mengen Squalen) enthalt, zur 
Verfiigung gestellt. Das daraus in geringen Mengen erhaltene 
Phosphatidgemisch entsprach in seinen Kigenschaften durchaus 





*) Der von Tsujimoto fir die Siure eingefiihrte Name ,,Selacholein- 
siure“ ist deshalb iiberfliissig. 

1) 5. Mitt. Diese Z. 209, 112 (1932). 

2) Z. dtsch. Ol- und Fettindustrie 46, 385 (1926). 

8) Biochemie. J. 24, 266 (1930). 

4) J. Soc. Chem. Ind. Japan (Suppl.) 30, 229 (1927). 

5) Diese Z. 145, 244 (1925); 157, 283 (1926); 166, 287 (1927). 
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den Leberphosphatiden der héheren Wirbeltiere. Offenbar lag ein 
Gemisch von Lecithin und Kephalin vor. Was die als Spalt- 
produkte auftretenden Fettsiiuren betrifft, so fallt der geringe 
Gehalt an gesittigten Saiuren (im wesentlichen nur Palmitinsiure) 
auf. Weiter wurde das Vorhandensein betrichtlicher Mengen von 
hochungesiittigten Saiuren nachgewiesen. Wie bei simtlichen bis 
jetzt darauf untersuchten Phosphatiden vom Typ des Lecithins 
und Kephalins (tierischen ne Sal handelt es sich offenbar 
hauptsiichlich um Siuren der C,,:--- und C,,-- --Gruppen (Ara- 
chidonsiiure C,,H,,0,, iipeansiieatsone C,.H,,0,), — ein Befund, 
der in Anbetracht der fast vélligen Abwesenheit dieser Siuren 
im Leberél*) von Etmopterus spinax bemerkenswert ist. 

Da die quantitative Zusammensetzung des aus dem Leberél 
von Etmopterus spinax erhaltenen Fettsiuregemischs bis jetzt 
noch nicht bekannt war, und da bei dem iiberaus hohen Olgehalt 
der Lebern (iiber 80°/,) reichliche Mengen desselben zur Ver- 
figung standen, so habe ich bei dieser Gelegenheit auch noch 
eine derartige Bestimmung mit folgendem Ergebnis durchgefiihrt 
(zum Vergleich sind auch die von Hilditch und Houlbrooke’) 
fir ein Gemisch von squalenreichen Lebertranen verschiedener 
Herkunft (Scymnorhinus lichia, Centrophorus granulosus, Lepido- 
rhinus squamosus und Etmopterus spinax) gefundenen Zahlen in 
die Tabelle aufgenommen|: 

















In °/, der Gesamtfettsiiuren 
re Suk ae saith Cre: ee | Cis" ‘ | Caps ** | Cages | Co, 
Btmopterus spimax ... ; 1 o1 | 27 13 | 31 | 7 
ee ome | | | tes | 26 | 


Wie aus einer Bestimmung -” Fettsiiuren- und Glycerin- 
cehaltes (gf: 279/, Fettsiuren, 0,697°/, Glycerin; 2: 36°/, Fettsiuren, 
0,775°/, Glycerin) des Ticticetiance "hervorgebt, sind in {berein- 
stimmung mit Beobachtungen von André und Bloch’), die 
sich auf den Lebertran von Scymnorhinus lichia beziehen und 
die mir erst nach Abschlu8B der vorliegenden Arbeit zur Kennt- 
nis kamen, die Fettsiuren nur zum geringeren Teil als Glyceride 
vorhanden, der Hauptteil ist offenbar mit den neben dem Squalen 


*) Das Leberél ist normalerweise praktisch frei von Phosphatiden. 
) Analyst. 53, 246 (1928). 
*) C. r. Acad. Sci. Paris 195, 627 (1932). 
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im Unverseifbaren sich vorfindenden héheren Alkoholen verestert. 
Da nach den eigenen Beobachtungen mit der Anwesenheit von. 
wenn auch nur kleineren Mengen, hochungesittigten Siuren der 
C,,-++- und C,,----Gruppen zu rechnen ist, so besteht die Miglich- 
keit, daB die Triglyceride der squalenreichen Lebertrane von der- 
selben Art sind, wie die aller andern Lebertrane. Eine ein- 
gehendere Bearbeitung dieser Frage kénnte vielleicht zur weiteren 
Klarung der zweifellos nahen Beziehungen zwischen Phosphatiden 
und Triglyceriden im Fettstoffwechsel der Wirbeltiere beitragen. 


Die Phosphatide. 


Die Tiere waren im Winter 1931/32 im Atlantischen Ozean durch Legen 
von ‘liefseeangeln gefangen. Die Lebern wurden unzerkleinert, von miinn- 
lichen und weiblichen Tieren getrennt, durch Einlegen in Aceton konserviert. 


Von beiden Geschlechtern standen je 1 kg Lebern zur Ver- 
fiigung. Die durch Abnutschen von den festen Bestandteilen be- 
freite Fliissigkeit trennte sich beim Stehen in eine lige und eine 
wiBrige Schicht. Die Trennung beschleunigte man durch Zugabe 
von etwas Petrolither und lief die wiBrige acetonhaltige Schicht 
im Scheidetrichter ab. Die dlige Schicht enthielt den weitaus gréBten 
Teil des Lebertranes. Das Liésungsmittel wurde daraus durch 
Abdestillieren im Vakuum entfernt. Aus den abfiltrierten, festen 
Gewebsteilen lieB sich durch Extraktion mit Aceton und Ather 
im Soxhletapparat nur noch eine kleinere Menge Lebertran ge- 
winnen. 

Die Menge des nach der Atherextraktion verbliebenen Riickstandes war 
nur gering (23 bzw. 24 g). 

Die Phosphatide befanden sich teils im Lebertran, teils in 
der wiBrigen Acetonschicht. Von dem Lebertran wurden sie er- 
halten durch Fallung mit alkoholischem Calciumchlorid aus der 
Lésung des Lebertranes in Aceton [Bloor und Snider?)], von 
dem wiBrigen Aceton durch Abdestillieren des Acetons im Vakuum, 
Aufnehmen der aus der zuriickbleibenden wiBrigen Fliissigkeit 
sich abscheidenden Substanz in Petrolither und Ausfallung aus 
der stark eingeengten petrolitherischen Lésung mit Aceton. Zur 
moglichst vollstindigen Entfernung des etwa noch anhaftenden 
Ols wurden die Substanzen wieder in peroxydfreiem Ather gelist 
und die Fallung mit Aceton nach starkem [inengen der zentri- 
fugierten Lésung wiederholt. Hellgelbe, pulverisierbare, jedoch 





1) J. of biol. Chem. $7, 399 (1930). 
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stark hygroskopische Substanz, die sich an der Luft dunkelbraun 
firbt. Menge der Phosphatide von 9:3,1 g. Bei 3, wo die wiiBrige, 
acetonhaltige Schicht nicht auf Phosphatide verarbeitet worden 
war, wurden nur 1,1 g erhalten. 
0,0236 g Subst.: 0,0703 g WiigekGrper (n. Embden). — 0,0150 (0,0219) g 
Subst.: 2,71 (3,98) cem n/100-Siiure (Mikrokjeldah] nach Preg)). 
Fiir Lecithine Ber. P 3,7—4,0 N 1,7—1,8 
Gef. ,, 3,34 5) 2,03 (2,55). 


Die fiir die Kephaline berechneten Werte entsprechen etwa denen 
der Lecithine. Der Phosphorgehalt ist demnach etwas zu niedrig, der Stick- 
stoffgehalt etwas zu hoch. Ahnliche Verhiltnisse trifft man auch regelmibig 
bei den aus Siiugetierorganen dargestellten Rohphosphatiden an. Die Diffe- 
renz wird offenbar durch anorganische Salze und phosphorfreie, aber stick- 
stofhaltige Beimengungen von nicht fettartiger Natur verursacht [Maclean’)). 

Den nach Extraktion mit Ather verbliebenen Gewebsresten 
lieBen sich durch Auskochen mit Alkohol nur noch unbedeutende 
Mengen von Phosphatiden und ihnlichen fettartigen Substanzen 
entziehen. 


Die Fettsiuren der Phosphatide. < — 1,0 g Phosphatid lieferte 
bei der Spaltung mit methylalkoholischer Salzsiure durch Aus- 
schiitteln mit Petrolither unter Zugabe von Wasser (Auftreten 
von Petrolather-unléslichen, teerartigen, dunkelbraunen Zersetzungs- 
produkten der hochungesittigten Fettsiiuren) 0,57 g Fettsiure- 
methylester. Verseifung und Trennung nach Twitchell?) fihrte 
zu 0,16 g festen und 0,35 g fliissigen Siiuren. 


Feste Siuren. Schmelzp. 52—53°. 
0,0203 g Subst.: 0,615 cem n/10-Bromlésung. Jodzahl Gef. 38,4. 


Flissige Siuren. Dunkelbraunes Ol. 
0,0200 (0,0278) g Subst.: 2,845 (4,05) cem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl Gef. 180 (185). 
Die Siuren wurden hydriert. Schmelzpunkt des Siuregemischs 
0,0520 g Subst.: 1,635 cem n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 318. 


Der wiederholt aus Methylalkohol umkrystallisierte Methyl- 
ester schmolz bei 50—51° Schmelzpunkt des n-Docosansiure- 


1) Biochemic. J. 6, 355 (1912); Biochem. Z. 57, 132 (1913). 
*) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse J. Springer, Berlin 1925, 
S. 245. 
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methylesters 53—54° Daraus freie Séure (aus Aceton umkrystalli- 
siert): 0,03 g. Schmelzp.74—75°. Schmelzpunkt der n-Docosan- 
siure 80—80,5°. 

0,0277 g Subst.: 0,845 cem n/10-alkoholische Lauge. 

C,.H,,0, Aquiv.-Gew. Ber. 340,4  Gef. 328. 

Es diirfte hier hauptsichlich n-Docosansaure vorgelegen haben, 
der noch gewisse Mengen einer niedriger molekularen Siure (wahr- 
scheinlich Hicosansiure) beigemengt waren. Sie sind offenbar durch 
Hydrierung von héher ungesittigten Siuren entstanden, da die 
entsprechenden Siuren der Olsiiurereihe unter den festen Fett- 
siiuren sich vorfinden miissen. 


In der wiBrig-alkoholischen Hydrolysenfliissigkeit, aus der durch Aus- 
schiitteln mit Petrolither die Fettsiiuren entfernt waren, wurde nach dem 
tiblichen Verfahren') das Cholin als Chloroplatinat bestimmt. Menge des 
Chloroplatinats 0,244 g. 

10,135 mg Subst.: 3,18 ecm n/100-Siure. 

C;H,,NO.PtCl, Ber. N 4,55 Gef. 4,39. 


Unter der Annahme, daf das Cholin ausschlieBlich von Lecithin her- 
riihrt, ergibt sich fiir das untersuchte Phosphatidpriparat ein Lecithingehalt 
von etwa 45°). 


2 — aus 2,6 g Phosphatiden wurden 0,17 g feste und 1,10 ¢ 
fliissige Fettsiuren erhalten. 


Feste Siuren. Schmelzp. 51—52°. 

0,0196 g Subst.: 0,28 cem n/10-Bromlésung. Jodzahl Gef. 18,1. 

0,25 g der mit der entsprechenden Fraktion von ¢ vereinigten 
Substanz lieferten bei der Vakuumdestillation (0,05 mm Hg) 0,14 ¢ 
Destillat (Jodzahl 4,8), das sich nach Abtrennung von geringen 
neutralen Beimengungen als nahezu reine Palmitinsiure erwies. 
Schmelzp. 59—59,5° Die Mischprobe mit Palmitinsiiure (Schmelz- 
punkt 62,5°) zeigte keine Depression. 

0,0248 g Subst.: 0,965 cem n/10-alkoholische Lauge. 

C,sH;,0.  Aquiv.-Gew. Ber. 256,3 Gef. 257. 

Flissige Sauren. Dunkelbraunes Ol. 

0,0202 g Subst.: 2,735 cem n/10-Bromlésung. Jodzahl Gef. 172. 

1,0 g wurden bromiert.’) 





1) Thierfelder-Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phospha- 
tide, J. Springer, Berlin 1930, S. 98. 

*) Diese Z. 206, 32 (1932). Die Entfernung des iiberschiissigen Broms 
aus den iitherischen bzw. petrolitherischen Lésungen der Bromierungs- 
produkte erfolgte nicht durch Ausschiitteln mit einer angesiuerten Arsenit- 
lésung, sondern durch Abdampfen des Lisungsmittels im Vakuum. 
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a) Atherunléslicher Bromkérper. 0,51 g. Beim Erhitzen im 
Rohrchen tritt tiber 200° Verkohlung ein, ohne daf die Substanz 
schmilzt. 

3,441 mg Subst.: 2,366 mg Br und 0,006 mg Riickstand. 

C,,Hg2Br,02 Ber. Br 67,76 Gef. (fiir aschefreie Subst.) Br 68,9. 
CogHs4Bri902 70,75. 

b) Atherléslicher Bromkérper. 0,9 g. Daraus wurden durch 
Entbromung 0,29 g ungesittigte Siuren von der Jodzahl 236 
(0,0160 g Subst.: 2,98 cem n/10-Bromlésung) erhalten. 

Hydrierungsprodukt der aus a und b regenerierten und ver- 
einigten ungesittigten Saiuren. Schmelzp. 70—71°. 

0,0387 g Subst.: 1,20 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 323. 

Demnach diirfte hier im wesentlichen ein Gemisch von 
n-Docosan- und n-Eicosansiiure vorgelegen haben, und im Brom- 
kérpera handelte es sich offenbar um ein Gemisch von Arachidon- 
siiure-octo-bromid (C,,H,,Br,0,) und Clupanodonsiiure-deca-bromid 
(CypH, ,Br; .0,). ” 

ce) Petrolitherléslicher Bromkérper. 0,54 g. Zihfliissiges Ol. 
Durch Entbromung wurden 0,3 g ungesittigte Siiuren von der 
Jodzahl 71,6 (0,0194 g Subst.: 1,095 cem n/10-Bromlésung) erhalten. 
Daraus durch Hydrierung 0,18 g Siuren vom Schmelzp. 52—54°. 


0,0431 g Subst.: 1,57 eem n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 275. 


Die Fettsauren des Leberols. 

Das Leberél (821 bzw. 802 g aus je 1 kg Lebern ¥ bzw. 9) 
war von hellgelber Farbe. Bei Zimmertemperatur trat auch nach 
lingerem Stehen nur eine ganz geringfiigige feste Abschei- 
dung auf. 

Bei den in diesem Fall vorliegenden besonderen Verhiiltnissen 
machte die Verseifung des Ols und die Abtrennung der Fett- 
siiuren zunichst einige Schwierigkeit. SchlieBlich hat sich fol- 
gendes Verfahren gut bewihrt: 

Kin Gewichtsteil Ol wird in 1,5 Volumteilen Benzol gelést und 
nach Zugabe von 1 Volumteil einer etwa 25°/,igen methylalko- 
holischen Kalilauge durch 1 stiindiges Kochen unter Riickflu8 ver- 
seift. Nach Zugabe von verdiinnter Schwefelsiure bis zur deutlich 
sauren Reaktion werden die Fettsiuren zusammen mit dem Un- 
verseifbaren durch Ausschiitteln mit Petrolither gewonnen. (Die 
wiBrig-alkoholische Fliissigkeit diente zur Glycerinbestimmung nach 
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Shukoff und Schestakoff)') Die vom Lésungsmittel befreite 
Substanz lést man in der etwa dreifachen Menge Aceton und fillt 
unter kriftigem Schiitteln die Fettsiiuren als Lithiumsalze durch 
Zugabe einer wiBrigen 4 n-Lésung von Lithiumhydroxyd bis zur 
schwach alkalischen Reaktion. Nach dem Verdiinnen mit etwa 
12 Volumteilen Aceton liBt man iiber Nacht im Kisschrank stehen 
und saugt dann die gefillten fettsauren Salze ab, die noch sorg- 
filtig mit kaltem Aceton ausgewaschen werden. 

In Lésung befinden sich nur noch kleine Mengen von Salzen 
vorwiegend héher ungesittigter Siuren. Nach Abdestillieren des 
Acetons nimmt man den Riickstand in Petrolither auf, fiigt etwas 
wiiBrig-methylalkoholische Lauge hinzu und schiittelt im Scheide- 
trichter gut durch. Aus der abgetrennten wiBrig-methylalkoho- 
lischen Lisung gewinnt man schlieBlich die Siuren durch An- 
siiuern der Lésung und Ausschiitteln mit Petroliither. 


Je 20g Ol gaben nach diesem Verfahren: 











Fettsiiuren aus aceton- | Héher ungesit- 
unléslichen Li-Salzen |tigte Fettsiuren 


Glycerin | Unverseifbares 























Menge | Jod- /Aquiv.-| Menge | Jod- | Menge | Menge Jod- 
g zahl | Gew. g | zahl g g | zahl 

—_———— A TE A TS — 
Fy 5,15 76 | 298 | 0,16 | 230 | 0,1894 | 14,45 | 311 
9 6,56 69 | 295 | 0,62 | 241 | 0,1550 | 12,77 | 278 








& 0,0196 g Subst.: 1,18 ccm n/10-Bromlésung 
0,0439 g Subst.: 1,475 cem n/10-alkoholische Lauge 
0,0166 g Subst.: 3,01 ccm n/10-Bromlésung 
0,0138 g Subst.: 3,38 ecm n/10-Bromlésung 

2 0,0298 g Subst.: 1,62 cem n/i0-Bromlésung 
0,0513 g Subst.: 1,74 cem n/10-alkoholische Lauge 
0,0197 g Subst.: 3,74 eccem n/10-Bromlésung 
0,0158 g Subst.: 3,46 ccm n/10-Bromldésung. 


Wire die Gesamtmenge der Fettsiiuren als Triglyceride im 
Lebertran vorhanden, so miiBten aus 20g Ol fiir g 0,531 g, fiir 
2 0,718 g Glycerin erhalten werden. 

Die weitere Untersuchung bezieht sich nur auf die Fett- 
siuren des Ols yon miinnlichen Tieren, und zwar wurde die ge- 
ringe Menge der hoéher ungesiittigten Siuren mit der Haupt- 
menge vereinigt. Die Methylester aus 100g des Fettsiiuregemischs 


1) Bomer in Abderhaldens Handb. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, 
Teil 6, S. 471. 
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wurden im Fraktionierapparat von Jantzen und Tiedcke’) bei 
Uber methodische Einzelheiten vel. 


0,3—0,5 mm Hg destilliert. 
4, und 5. Mitteilung.’) 
























































Methylester Hydrierte Siuren 
Menge | aus Aceton um- Rout 
. | aus | A quiv.- igi Schm — 
Menge Jod Be Schmp Aquiy.-| krystallisiert te 
zahl | 2» & Gew ro 
Ester Schmp. | Aquiv.- 
g g °C |; °C | Gew. | °C ber. 
1} 4,1 | 20,1 | 0,89 | 52-525) 250 | | C,¢He202 
2] 88 | 26,4] 0,86 |56,5-57 | 256 | 60-60,5| 257 | 62-62,5! 256,3 
3] 9,9 | 38,6 | 0,89 [545-55 | 267 | | 
41 10,5 | 56,3} 0,87 |59,5-60 | 277 | CigHacO, 
51 9,5 | 75,8 | 0,91 [645-65 | 284 | 66,5-67| 286 | 69,2 | 284,3 
6] 9,9 | 85,4 | 0,90 |62,5-63 | 298 C.oH,,03 
7] 10,3 | 90,6 | 0,94 | 68-68,5, 322 | 69,5-70, 820 | 74,8-75| 312,3 
s| 9,5 | 89,1 | 0,93 |74,5-75,5) 337 | O,,H,,0. 
9] 31 | 86,7 | 0,93 |77,5-78 | 339 | 79,5-80} 339 |80-80,5| 340,4 
11] 8,2 |119 | 0,75 |74,5-75 | 361 | 74,5-75) 353 | 84,5-85) 368,4 
iP eae pepe pe, rt pe] & | wo | 1 
Einwage, mg Substanz 
38,5 | 38,7 |42,2 |39,0 | 44,8 ]46,2 | 33,0 | 35,9 | 30,6 [38,9 | 38,1 
Verbrauch, cem n/10-Bromlésung 
0,61 | 0,805] 1,285] 1,73] 2,675] 3,11 | 2,355] 2,52] 2,09 | 2,885] 3,57 
Einwage, mg Substanz*) 
3,8 [57,4 52,7 54,5 | 55,3 153,9 1 57,9 [58,0 | 55,4 [57,4 | 58,8 
(56,6) (58,0) (55,5) (56,1) (58,2) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge 
215 | 224 | 1,975] 1,97] 1,945] 1,805] 1,795] 1,72] 1,635 | 1,66 | 1,63 
(2,20) (2,025) (1,73) (1,65) (1,65) 
































*) Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die umkrystallisierte Substanz. 


Die wihrend der Destillation im Siedekolben durch ein in die siedende 
Fliissigkeit eintauchendes Thermometer gemessenen Temperaturen waren 
Die Fraktionen 10 und 11 wurden durch Destillation des in 
der Apparatur zuriickgebliebenen Riickstandes im Claisenkolben erhalten. 
Es verblieb nur noch ein geringer, nicht mehr unzersetzt destillierbarer 
Riickstand. Die Ester gingen als farblose Ole iiber, von welchen nur 
Fraktion 2 bei Zimmertemperatur erstarrte (Schmelzp. 23—25°). 


170—250°. 





1) J. prakt. Chem. 127, 277 (1930). 


2) Diese Z. 206, 25 (1932); 209, 112 (1932). 
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Die Fraktion 9 wurde noch etwas genauer untersucht. Nach 
der Verseifung von 2,0 g des Esters (in 10 com Methylalkohol 
gelést) durch einstiindiges Kochen mit 15 com etwa n/1-methyl- 
alkoholischer Kalilauge fielen aus der Lésung beim Abkiihlen 
auf 0° reichliche Mengen eines fettsauren Salzes (glinzende 
Blittchen) aus. Das Salz wurde abgesaugt, in Wasser gelist 
und mit verdiinnter Schwefelsiiure zerlegt. Die Menge der durch 
Ausschiitteln mit Petrolither gewonnenen Siaure betrug 1,21 ¢. 
Schmelzp. 31—31,5°. Aus dem Schmelzflu8 schén krystallin 
erstarrend. 

0,0484 g Subst.: 1,43 cem n/10-alkoholische Lauge. — 0,0272 g Subst.: 
1,585 eem n/10-Bromlésung. 

C,.H,,0, Aquiv.-Gew. Ber 338,4  Jodzahl Ber. 75,0 
Gef. 338,5 Gef. 74,0. 

Es lag demnach eine reine Docosensiiure vor. Die Misch- 
probe mit Erucasiiure C,,H,,O, (Priiparat ,,.Kahlbaum“; Schmelz- 
punkt 33°), (Mischungsverhiltnis 1:1) schmolz bei 22—24% Ks 
ergab sich also eine starke Schmelzpunktsdepression. Die Siure 
diirfte vermutlich identisch sein mit der von Toyama?) in 
anderen Fischtranen vorgefundenen Cetoleinsiiure, die als 41"!’- 
Docosensiure anzusprechen ist (‘l’oyama).”) 


Menge der Methylester in g (anniihernde Schitzung auf Grund 
des Aquiv-Gew. der hydrierten Séuren). 





















































1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 | 11 {Summe 
Cyy** | 0,85 0,85 
Cig * + | 3,25 | 8,80 | 5,88 | 2,54 20,47 
Cist°? - 14,02 | 7,96 | 9,50 | 4,83 26,31 
Cyy°*: 5,07 | 6,57 | 1,07 12,71 
Cuy* 3,73 | 8,43 | 3,10 | 9,37 | 4,35%] 28,98 
0g 2,53|3,85 | 6,38 


*) Der Berechnung wurde das Aquiv.-Gew. der umkrystallisierten 
Saiure zugrunde gelegt, da das nicht umkrystallisierte Produkt offenbar eine 
Spur neutraler Substanz enthielt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danke ich ergebenst fiir die bereitgestellten Mittel. AuBerdem 
danke ich Frl. Wahl fiir die von ihr durchgefiihrten Stickstoff- 
analysen. 


1) Chem. Umschau auf dem Gebiet d. Fette usw. 33, 293 (1926). 
*) Journ. chem. Soc. Japan 30, 154 (1927). 
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Uber die TeilchengréBe und das Molekulargewicht der Katalase. 
6. Mitteilung tiber Katalase.’) 


Von 


Kurt G. Stern. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstitutes 
am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1933.) 


Neuere Forschungen?) haben zu der Annahme gefiihrt, dab 
sowohl die tierischen wie pflanzlichen Katalasen analog dem Himo- 
globinmodell aufgebaut sind, d. h. eine prosthetische Himingruppe 
enthalten, die an einen hochmolekularen Traiger, wohl ein Protein, 
gebunden ist. Da nach den spektroskopischen Befunden dem 
Katalase-himin das gleiche Porphyrin wie dasjenige des Himo- 
elobins (oder ein Jsomeres) zugrundezuliegen scheint, ist zu folgern, 
daB die starke katalytische Aktivitiit des Enzyms durch die Natur 
des noch unbekannten kolloiden Trigers bzw. durch seine Ver- 
bindung mit dem Fermenthimin bedingt ist. Eine Reihe von 
Kigenschaften des Enzyms, wie z. B. seine Thermolabilitit, seine 
Empfindlichkeit gegen héhere Wasserstoff- bzw. Hydroxyl-lonen- 
konzentrationen, seine amphotere Elektrolytnatur*) und sein man- 
gelndes Dialysiervermégen sprechen fiir die Proteinnatur des 
Trigers. Auf der anderen Seite fallt die Bestindigkeit des 
Knzyms gegen Faktoren auf, die fiir gewéhnlich Proteine zu 
schiidigen pflegen. Bei der Ausflockung begleitenden Himoglobins 
durch Schiitteln mit Alkohol und Chloroform bleibt die Katalase 
in Lésung. Ja, Chloroform bewiihrt sich als ausgezeichnetes 
Konservierungsmittel des Enzyms. 


1) Vgl. Vorliuf. Mitt. auf d. XIV. Intern. PhysiologenkongreB, Rom 
1932; Arch. Scienze Biol. 1932, Ref. Koll. Ztschr. 61, 376 (1932) u. Natur- 
wiss. 21, 204 (1933). 

*) H. v. Euler, K. Zeile u. H. Hellstrém, Svensk. Kem. Tidskr. 42, 
74; K. Zeile u. H. Hellstrém, Diese Z. 192, 171 (1930); K. Zeile, Eben- 
da 195, 39 (1931). 

) K.G. Stern, Diese Z. 208, 86 (1932). 
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Trotz weitgehender Anreicherung ') ist eine zweifelsfreie Rein- 
darstellung des Enzyms bisher noch nicht gelungen. Anhalts- 
punkte fiir die nihere Kennzeichnung des Trigerproteins kénnen 
infolgedessen nur Kigenschaften darbieten, die ohne Stérung durch 
begleitende Fremdstoffe erkennbar sind. Hierzu zahlen vor allem 
der isoelektrische Punkt und die TeilchengréBe bzw. das Mole- 
kulargewicht des Enzymkomplexes, Konstanten, die beispielsweise 
nach den am Hamoglobin erhobenen Feststellungen bei Chromo- 
proteiden im wesentlichen von der anteilmiBig weit iiberwiegen- 
den KiweiSkomponente abhingig sind. Nachdem kiirzlich in 
befriedigender Ubereinstimmung mit iilteren Versuchen von 
L. Michaelis und Pechstein der isoelektrische Punkt der 
Leberkatalase bei p,, 5,58 gefunden worden war”), woraus auf die 
sauere und vom Globin abweichende Natur des Katalaseproteins 
geschlossen wurde, war es von besonderem Interesse, Niheres 
iiber die TeilchengréBe und das Molekulargewicht des Enzyms 
in Erfahrung zu bringen. Das mangelnde Dialysiervermiégen des 
Enzyms deutete von vornherein auf eine Elementarteilchengribe 
von kolloider Dimension. Zu ihrer niiheren Kennzeichnung kam 
demnach vor allem die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten 
in Betracht. Die Wahl fiel auf die von J. H. Northrop und 
M. L. Anson’) ausgearbeitete Methode der freien Diffusion unter 
Einschiebung einer groBporigen Siebplatte, die der Stabilisierung 
der Diffusionsgrenzschicht und der Erhéhung des Konzentrations- 
gradienten, mithin auch der Beschleunigung der Wanderungs- 
geschwindigkeit, dient. Nachdem Northrop und Anson auf 
diese Weise den Diffusionskoeffizienten des Kohlenoxydhamoglobins 
bestimmt und unter Benutzung der bekannten theoretischen Be- 
ziehungen von EKinstein und von Smoluchowski den Wert 
von 68500 fiir das Molekulargewicht des Hiaimoglobins erhalten 
hatten, der mit den auf andere Weise gewonnenen Werten iiber- 
einstimmt (vgl. Tab. 2), haben J. H. Northrop und M. Kunitz‘) 
die neue Technik mit Erfolg zur Charakterisierung ihrer kry- 
stallinen Pepsin- und Trypsinpriparate angewandt. Gestiitzt auf 
das giinstige Ergebnis der eingehenden Nachpriifung der Grund- 





1) H.v. Euler u. K. Josephson, Liebigs Ann, 452, 158 (1927); 
K. G. Stern, Ber. chem. Ges. 66, 555 (1933). 

2) K.G. Stern, Diese Z. 208, 86 (1932). 

5) Jl. gen. Physiol. 12, 543 (1929). 

4) Ebenda 13, 739 (1930); 16, 295 (1932). 
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Reine § lagen der Methode durch J. W. McBain und T. H. Liu), welche 


halts- die Ergebnisse innerhalb weniger Tausendstel reproduzierbar 
Onnen fanden, haben wir die gleiche Technik auf die Katalase sowie 
durch auf den zweiten Partner der katalatischen Reaktion, nimlich das 
allen ff Hydroperoxyd?), angewandt. Unabhingig hiervon hat sich kiirzlich 
Mole- [| K. Zeile*) mit dem Diffusionsverhalten der Katalase beschiiftigt. 
Weise Dieser Autor beobachtete allerdings beim Durchtritt des Enzyms 
romo- durch die gefrittete Glasplatte der Diffusionszelle eine Inaktivie- 
egen- rung, die sich auch in der Folge fortsetzte und die als Disso- 
h in ziationserscheinung zwischen aktiver Gruppe und kolloidem Trager 

von f— des Enzyms angesprochen wird. Zeile kommt zu dem Ergebnis, 

der | daB die Méglichkeit der Lésung der Frage des Molekulargewichts 
if die ‘ der Katalase mittels einer Diffusionsmethode durch den _ iiber- 
teins lagernden Diffusionsvorgang grundsiitzlich in Frage gestellt werde. 
1eres Ks wird unten dargelegt werden, daB dieser Einwand fiir unsere 
zyms sg Versuche nicht zutrifit. 

des Die Diffusionsversuche wurden mit der gleichen Zelle durchgefiihrt, 
roBe die fiir die Ausfiihrung der Hydroperoxydversuche diente (a. a. O. 2). Sie 
kam war mit fertig aufgeschmolzener gefritteter Glasmembran (‘Type G 4) von 


Schott & Gen., Jena, geliefert worden und besa8 ein Volumen von 


nten 

ened 75 eem. Die Eichung der Zelle mit 0,1 n-Kaliumchlorid bei 20° ergab eine 
: Membrankonstante & = 0,122 (vgl. Versuchsprotokoll Nr. 1). Die Membran- 
nter konstante entspricht dem Quotienten Porenlinge/Porenfliiche, der direkt 
ung nicht bestimmbar ist, jedoch bei Vornahme hiiufiger Kontrollen fiir die 
ons- Dauer der Diffusionsversuche als konstant anzunehmen ist. Die mittlere 
ngs- GréBe der Poren der benutzten Membrantype G 4 betrigt nach Angabe 
“ f des Herstellers 5—10 mu; sie ist derart bemessen, daB einerseits keine Sieb- 
| _ : wirkung auf Teilchen der in Frage kommenden GréSenordnung zu befiirchten 
IS ist — der Porendurchmesser betriigt beispielsweise das rund 2000 fache des 
Be- Durchmessers des Himoglobinmolekiils —- und daf andererseits selbst bei 
Tert nicht absolut horizontaler Justierung der Membran keine Fehler infolge von 

ten Strémungserscheinungen durch die Membran zu befiirchten sind. 
™ Nach einer gréBeren Reihe von Diffusionsversuchen mit ver- 

el § ; 
2.4) schiedenen Kohlenoxydhimoglobinpriparaten, bei denen die durch- 
ry- getretene Himoglobinmenge kolorimetrisch bestimmt wurde (vgl. 
aut Versuchsprotokoll Nr. 2) und die zu einem niedrigeren Werte fiir 
rd- TeilchengréBe und Molekulargewicht des Himoglobins als die 
Messungen von Northrop und Anson fihrten (vgl. Tab. 2), wurde 
| die Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Katalasepriparate ge- 
7); messen. In der den Berechnungen zugrundegelegten letzten 








1) Jl. Amer. Chem. Soc. 55, 59 (1931). 
*) K. G. Stern, Ber. chem. Ges. 66, 547 (1933). 
8) Biochem. Z. 258, 347 (1933). 
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Versuchsreihe wurde die Temperatur mit Hilfe eines elektrisch 
beheizten und staindig im AufSenmantel mit kaltem Wasser 
durchstrémten Luftthermostaten auf 20° + 0,5° und die Wasser- 
stoffionenkonzentration mittels Phosphatpuffers auf p,, 7,3 ein- 
gestellt. Die Anwendung von Katalasepriparaten verschiedener 
Herkunft, verschiedenen Reinheitsgrades und verschiedener Akti- 
vitiit sollte etwaige individuelle Fehler ausschalten, die durch die 
unvermeidliche Gegenwart von Begleitstoffen verursacht werden 
kénnten. Es ist also sehr wenig wahrscheinlich, da8 die mit- 
zuteilenden Ergebnisse durch die Ausbildung stets gleichartiger 
Adsorptionsverbindungen zwischen Enzym und Fremdstoffen oder 
durch eine stets gleichsinnige Beeinflussung der Wanderungs- 
geschwindigkeit des Enzyms durch Verunreinigungen im Sinne 
einer fliissigen Diffusionspumpe entstellt sind. 

Die Enzymlésungen wurden in die Diffusionszelle gefiillt, im 
AufSengefaB befanden sich 75 ccm des reinen Lésungsmittels, die 
Versuchsdauer betrug meist etwa 44 Stunden. Um die Menge 
des diffundierten Enzyms zu bestimmen, wurde die enzymatische 
Aktivitiit passender Verdiinnungen der Innen- und der AuBen- 
lésung im iiblichen Spaltversuch bei p,, 7 ermittelt. Meist wurde 
gefunden, daB die Aktivitét der AuSenflissigkeit dann derjenigen 
der Innenlésung ihnlich wurde, wenn die letztere 100 fach stirker 
verdiinnt angewandt wurde. Die noch verbleibende Differenz 
wurde derart ausgewertet, daB direkte Proportionalitéit zwischen 
Enzymmenge und Umsatz angenommen wurde. Die Art der Be- 
rechnung zeigt Versuchsprotokoll Nr. 3. Die hindurchgetretene 
Katalasemenge wurde in Kubikzentimeter der unverdiinnten Kata- 
laseléisung umgerechnet und nach Mittelung der mit den ver- 
schiedenen Prijparaten und in Parallelversuchen erhaltenen Werte 


der Diffusionskoeffizient fiir 20° nach der Formel D = —— ; 


berechnet, worin K die Membrankonstante, Qcm die diffundierte 
Katalasemenge (angegeben in ccm der Innenlésung) und ¢ die 
Versuchszeit in Tagen bedeuten. Wie Tab. 1 zeigt, wurde der 
Diffusionskoeffizient zu 0,0673 qm/T'age gefunden. Hieraus wurde 
der Radius der Katalaseteilchen mit Hilfe der Einsteinschen 
Gleichung berechnet: 


rnd sal - wumgeformt: r= BY 
“N 6arn’ ies 6 aND 


R = 83-10"; N = 6,06-10%; 7 = 273 + 20 = 293% 1 = Vis- 
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kositit des Wassers bei 20° = 0,010; r = Teilchenradius in cm, 


einschlieBlich der Hydratationswasserhiille. Daraus ergibt sich: 
r = 2,73-10-' cm, = 2,73 wy. 
Die Berechnung des Molekulargewichts der hydratisierten 


Teilchen nach der Kinsteinschen Gleichung M => a r° g N 


setzt die Kenntnis des spezifischen Gewichtes der suspendierten 
Partikel voraus. In Ermangelung der Kenntnis dieser GréSe soll 
hier die entsprechende Konstante des Hiimoglobins (im festen 
Zustande) eingesetzt werden; sie betraigt 1,33. Dann erhalten 
wir fiir das Molekulargewicht M den Wert 68900. 

Die vorstehenden Werte fir Teilchenradius und Gewicht der 
Katalasen zeigen, wie Tab. 2 lehrt, eine auffallend enge Uber- 
einstimmung mit den entsprechenden, von Northrop und Anson 
bestimmten Himoglobinkonstanten. In Anbetracht unserer eigenen, 
hiermit nicht so gut iibereinstimmenden Werte fiir Himoglobin 
und besonders im Hinblick auf die etwas abweichenden Werte 
von K. Zeile (vgl. Tab. 2) sowie auf seine Kritik des von Nor- 
throp und Anson zugrundegelegten Diffusionskoeffizienten der 
Chlorwasserstoffsiiure méchten wir diese genaue Ubereinstimmung 
eher fiir zufillig halten. Auf der anderen Seite ist wohl der 
SchluB zulissig, daB die Katalase Elementarteilchen von der 
gleichen GréSenordnung wie das Hiamoglobin besitzt. 


Der erhaltene Wert fiir den Diffusionskoeffizienten stellt das Mittel 
einer Reihe von Einzelwerten dar, deren nicht immer gute Ubereinstim- 
mung untereinander wohl auf die dem angewandten Bestimmungsverfahren 
der diffundierten Enzymmenge anhaftenden Fehlerquellen zuriickzufiihren 
sein diirfte. Aus diesem Grunde hielten wir eine gesonderte Berechnung 
des Diffusionskoeffizienten usw. nicht fiir zweckmibig, um so weniger, als 
kleine Differenzen im Diffusionskoeffizienten im Molekulargewicht in die 
3. Potenz erhoben werden. Die theoretisch vorzuziehende Ermittelung der 
durch die Membran tretenden Enzymmenge durch die spektrophotometrische 
Bestimmung des porphyringebundenen Fermenteisens (nach Zeile und 
Hellstrém) hat zur Voraussetzung, daB neben dem Fermenthiimin kein 
anderes Hiimin im System anwesend ist, was sich nicht leicht erreichen liBt. 

Wir haben die Diffusionsversuche durchweg bei py 17,2—7,3 aus- 
gefiihrt, um die Ergebnisse mit den bei py etwa 7 durchgefiihrten Himo- 
globinversuchen vergleichen zu kénnen. AuBerdem liegt das gewiihlte py 
nach unseren Erfahrungen im Gebiet der optimalen Stabilitaét des Enzyms. 
Zeile fiihrte siimtliche Versuche bei einem py von 5,58, also dem isoelek- 
trischen Punkte des Enzyms entsprechend, aus. Hierfiir war wohl die Er- 
wigung maBgebend, da’ die Hydratation amphoterer Kolloide im isoelek- 
trischen Punkt ein Minimum aufweist, so da8 die gefundenen Diffusions- 
geschwindigkeiten zum Radius des minimal gequollenen Elementarteilchens 
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fiihren. Hierbei wurde jedoch nicht beriicksichtigt, daB die Katalase bei 
einem py von 5,58 bereits eine merkliche Spontaninaktivierung erleidet, 
die wohl einer umkehrbaren Denaturierung durch Wasserstoffionen zu- 
zuschreiben ist. Ohne ausschlieBen zu wollen, daB an der von Zeile be- 
obachteten Inaktivierung auch das Passieren der Glasmembran bei der 
Diffusion irgendwie beteiligt war, sei festgestellt, daB wir eine derartige 
Erscheinung bei dem von uns gewiihlten Versuchs-py niemals beobachten 
konnten. Nach Erscheinen der Mitteilung von Zeile haben wir ent- 
sprechend den Angaben dieses Autors eine stark verdiinnte Leberkatalase 
(k = 0,03096) mehrmals die Membran der von uns benutzten Zelle passieren 
lassen und die Aktivitét der Lésung unmittelbar nachher, sowie nach Ver- 
lauf von 30 und 60 Minuten bestimmt. In Ubereinstimmung mit unseren 
fritheren Erfahrungen konnten wir auch bei dieser Anordnung keine In- 
aktivierung des Enzyms feststellen. Wir méchten daher mit Bestimmtheit 
annehmen, daB die Ergebnisse unserer Katalasediffusionsversuche, wenig- 
stens gréBenordnungsmiBig, nicht durch eine fortschreitende Inaktivierung 
oder Dissoziation des Enzyms entstellt sind. 

In der Natur der hier angewandten Methode ist begriindet, 
daB sie nur einen Anhaltspunkt fiir die mittlere GréBe und das 
Gewicht der in der Lésung suspendierten Enzymteilchen liefert, 
nicht jedoch fir das wahre Molekulargewicht, das méglicherweise, 
ebenso wie beim Himoglobin und wohl den meisten Proteinen 
iiberhaupt, durch die Neigung dieser Kérperklasse zur Bildung 
von assoziativen Komplexen verdeckt wird. Es sei daran er- 
innert, daf sich im Falle des Himoglobins bei Zugrundelegung 
des Kisengehaltes von 0,34°/, das kleinst mégliche Molekular- 
gewicht zu etwa 17000 berechnet, wihrend simtliche angewandten 
Molekulargewichtsbestimmungsmethoden zu einem etwa viermal 
gréBeren Werte fihren. Dies kénnte bedeuten, daB 4 Elementar- 
komplexe von je 17000 zu einem Komplex von 68000 vereinigt 
vorliegen, oder aber, daB 4 Eisenatome, eingebaut in vier pro- 
sthetische Himingruppen, jeweils an einem oder zwei Protein- 
molekiilen verankert sind. Dafiir sprache, daB Eiwei8kérper von 
einem Molekulargewicht von etwa 16000 (mit Ausnahme der noch 
weit kleineren Protamine) bisher nicht bekannt geworden sind. 
Haben doch die Sedimentationsstudien von Svedberg und seinen 
Schiilern zu der Auffassung gefiihrt, da die normalen Proteine 
aus einem Grundkérper vom Molekulargewicht 34500 bzw. aus 
ganzzahligen Vielfachen desselben aufgebaut sind. Versuche, 
diese Frage durch Diffusionsmessungen an negativem Globin nach 
der gleichen Methode zu klaren, haben in unserem Laboratorium 
infolge unerwarteter technischer Schwierigkeiten bisher kein ein- 
deutiges Ergebnis geliefert. Soweit die vorliufigen Resultate eine 
Angabe gestatten, scheint das Molekulargewicht des Globins eher 
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von der GréBenordnung des Himoglobins als etwa eines vierfach 
kleineren Grundkomplexes zu sein. Eine spitere Mitteilung hier- 
iiber méchten wir uns vorbehalten. In diesem Zusammenhange 
sei darauf hingewiesen, daB der Nachweis der Existenz mehrerer 
Porphyrin—Eisenorte auf der Oberfliche jedes Katalaseteilchens 
eine Stiitze fiir die vom Verfasser entwickelte Vorstellung vom 
katalatischen Reaktionsmechanismus!) darstellen wiirde, in welcher 
als Einleitungsreaktion der katalatischen Reaktionskette ein sym- 
metrischer Zerfall des Hydroperoxydmolekiils in zwei Hydroxyl- 
radikale nach Anlagerung an zwei Haftstellen des Enzyms in 
Betracht gezogen wird. 


Tabelle L 


Diffusionsmessungen an Katalasepriiparaten bei py 7,2—7,3 
bei 20 + 0,5° mit Glasfiltermembran G4 (Membrankonstante K = 0,122. 

















Herkunft Aktivitiit ey a Mittel Diffusionskoeffiz. 
der Katalase k ’ ro Stunde em/Tage 
monomol.| Stunden | Q.om Pp q & 
Schweineleber . . | k=45,35 44,5 1,05eem 


Pferdeleber . . . | 4=1065 44,75 10,89 
. . . | k=1065 | 44,5 {0,99 
k= 852 44.5 0,75 


” 


inderleber . . . | k=38,4 | 44,5 (2,17 
" . . . | b=884 | 445 [1,83 
Pferdeniere . . .| k= 4,9 68,75 [1,06 


- . . .| k= 4,9 68,75 40,91 

Rindererythrocyten | 4=33,4 48,0 10,806 
* k=33,4 | 68,25 |0,86  [0,02306ccm] 0,0673 qem/Tage 

= 7,79-10—7 qem/sec 

















Tabelle I. 


Diffusionsmessungen an Kohlenoxydhimoglobinlésungen (2°/, ig) 
bei pq 7 mit der gleichen Zelle bei 20 + 0,5°. 








mo ’ Diff diert Mittel der 
oe cnn (oem) mit Farbfilter | Diffusionskoeffizient 


: Analyse mit} Analyse mit} erhalt. Werte qem/Tage 
Stunden Farbfilter Farbfilter | Q,,.,/Stunde 











44,5 1,18 ccm 1,18 ccm 
44.5 1,11 1,18 
45,5 1,095 1,15 0,0251 cem 0,0734 qem/Tage 














=8,49-10—7 qem/sec. 


1) K. G. Stern, Diese Z. 209, 176 (1932). 
17* 
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Aus dem hier gefundenen Diffusionskoeffizienten errechnet sich nach 
Einstein der Radius7 = 2,51 x 110~’cm und das Molekulargewicht M=53 240 
fiir Kohlenoxydhimoglobin, wiihrend Northrop undAnson r:2,73 x 1077em 
und M: 68500 + 500 finden, und Zeile nach der gleichen Methode 7: 2,66 x 
10~’cem und M: 65000 findet. 


Experimenteller Teil. 


Enzympraparate. Die zu den Diffusionsversuchen benutzten Katalase- 
priparate aus Pferde-, Rinder- und Schweineleber, sowie aus Pferdeniere 
wurden in dhnlicher Weise, wie von Zeile und Hellstrém angegeben 
und in der 2. Mitteilung dieser Reihe’) nochmals beschrieben wurde, be- 
reitet. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht darauf, daB wiBrige Organ- 
ausziige durch Alkoholzusatz teilweise von FremdeiweiB befreit werden, 
worauf der reichlich vorhandene Blutfarbstoff durch weiteren Alkoholzusatz 
und Schiitteln mit Chloroform denaturiert abgeschieden wird. Aus den gelb- 
lichen Lésungen wird der gréBte Teil der Katalase an Tricaleiumphosphat adsor- 
biert und nach Waschen des Adsorbats mit Wasser das Enzym durch 
lingere Behandlung mit sekundiirer Phosphatlésung in der Kiilte eluiert. 
Die Blutkatalase wurde in Anlehnung an Tsuchuhashi’) aus Rinderblut 
gewonnen, indem gewaschene Erythrocyten himolysiert und zur Entfernung 
von EiweiB anteilweise mit Chloroform geschiittelt wurden. Aus der hiimo- 
globinhaltigen Restlésung wurde in iiblicher Weise die Katalase durch Ad- 
sorption und Elution erhalten, doch wurde hier das Adsorbat vor der 
Elution hiufiger als sonst mit Aq. dest. gewaschen, um mdglichst viel Farb- 
stoff zu entfernen. 

Kohlenoxydhamoglobin. Ebenso wie Northrop und Anson ver- 
fuhren wir nach den Angaben von M. Heidelberger’): Frisches Rinder- 
blut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, das Fibrin durch 
Kolieren entfernt und Kohlenmonoxyd bis zur Siittigung eingeleitet. Nach 
3 maligem Waschen der Erythrocyten auf der Zentrifuge mit kalter und mit 
CO gesiittigter physiologischer Kochsalzlésung wurde durch Zusatz des 
gleichen Volumens destillierten Wassers himolysiert. Nach Zugabe eines 
Viertels des Zellvolumens an Toluol wurde stark geschiittelt und die Mischung 
tiber Nacht im Kihlschrank belassen. Das Toluol und die Zelltriimmer 
wurden durch Zentrifugieren entfernt. Von der so erhaltenen Stammlésung, 
deren Himoglobingehalt meist gegen 12°/, betrug, und die in der Kite 
aufbewahrt sich tiber Monate als haltbar erwies, wurden zu den Diffusions- 
versuchen durch geeignete Verdiinnung mit m/15-Phosphatpuffer von py, 7 
(mit CO gesittigt) jeweils 2°/,ige Lésungen bereitet. 

Diffusionstechnik. Beziiglich der Einzelheiten der Aufstellung und 
Behandlung der Diffusionszelle mu8 auf die erwihnte Arbeit von Northrop 
und Anson, hinsichtlich einiger notwendiger VorsichtsmaBregeln auf Mc- 
Bain und Liu verwiesen werden. Die im Allgemeinen Teil enthaltenen 
Tabellen geben die Resultate einiger unserer MeBreihen wieder. Hier kénnen 
als Beispiele nur ausgewiihlte Versuchsprotokolle Platz finden: 


1) Diese Z. 208, 89 (1932); Vgl. auch Ber. chem. Ges. 66, 555 (1933). 
*) Biochem. Z. 140, 63 (1923). 
8) J. of biol. Chem. 53, 31 (1922). 
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Versuchsprotokoll Nr. 1. 


Bestimmung der Membrankonstante mittels KCl. 1,864 g KCl 
pro anal. wurden in 250 ccm durch Auskochen von gelésten Gasen be- 
freitem Aq. dest. gelést: 0,1 n-Lésung. Die Diffusionszelle wurde véllig mit 
dieser Liésung gefiillt (75 cem Volumen) an einem Gummischlauch auf- 
gehingt, etwa 1—2 ccm tief unter die Oberfliiche von 75 ccm Aq. dest. ge- 
taucht, die sich in einem hohen Glaszylinder von passendem Durchmesser 
befanden. Das Ganze wurde méglichst tief in einen elektrisch geheizten 
und auf 20,0 + 0,1° konstantgehaltenen Wasserthermostaten eingesenkt. Die 
Aufenfliissigkeit wurde in Intervallen von 20 Minuten rasch durch frisches, 
vortemperiertes Wasser ersetzt und die diffundierte KCl-Menge durch Titra- 
tion des Chlors nach Moor bestimmt. Dies wurde so oft wiederholt, bis 
der stationiire Zustand mit Sicherheit erreicht war. 




















a AuBenlésung Mittel Leerwert 
- Zeit der 
Innenlésung , verbraucht der 4 letzten per 
age IR). / Ny Ta 
ay ecm n/50-AgNO, Werte flissigkeit 
0,11 n-KCl | 0,0139 11,88 
0,0139 5,35 
0,0139 1,97 
0,0139 1,14 
0,0139 1,17 
0,0139 1,16 
0,0139 1,14 1,15 cem 0,24 cem 
— 0,24 ccm 
0,91 ecm 
0,91 x 0,02 ’ 
Coom _— 0,1 _— = 0,165 ccm; Doom Tage f. 0,1 n-KCl» 9°: 1,448 


[Nach Cohen und Bruins’). 


Dt _— 1,448x0,0139 


Zellkonstante K = = ene On 288 
— 0,165 , 





Versuchsprotokoll Nr. 2. 


Diffusionsversuch mit Kohlenoxydhamoglobin. Die verwendete 
Kohlenoxydhimoglobin-Stammlésung enthielt pro cem 0,177 g Hiimoglobin. 
11,25 cem dieser Lésung wurden mit m/15, mit CO gesiittigtem, Phosphat- 
puffer vom py7 auf 100 ccm verdiinnt: 2°/,ige Lésung. Die griindlich mit 
Bichromatschwefelsiiure und gasfreiem Aq. dest. gereinigte Diffusionszelle 
wurde bis zum Hahn mit dieser Lésung gefillt (75 ccm) und nach griind- 
lichem Abspiilen in 75 cem m/15, mit CO gesiittigte, Phosphatpufferlésung 
vom gleichen py eingetaucht. Diffusion: 44,5 Stunden in einem Luftthermo- 
staten bei 20 + 0,5°. Sodann wurde der Zellinhalt durch Ausblasen ent- 
leert, wobei die ersten 10 cem verworfen wurden. 1 ccm der Innenfliissig- 


1) Z, physik. Chem. 103, 349 (1923); 113, 157 (1924). 
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keit wurde mit m/15-Phosphatpuffer (CO-gesiittigt) auf 50 cem verdiinnt und 
diese Lésung im Leitzschen Mikrocolorimeter gegen die unverdiinnte AuBen- 
lésung colorimetriert, nachdem die letztere nochmals mit CO gesiittigt 
worden war. 


Analyse im Colorimeter: 























Innenfliissigkeit AuBenfliissigkeit 

1:50 verdiinnt unverdiinnt 
Ohne Farbfilter . . . 20,0 mm 25,5 mm 
Mit Blaufilter.... 20,0 ,, we » 








Zur Berechnung den mit Blaufilter erhaltenen Wert zugrunde gelegt: 


27 
Nach dem Ergebnis der Kolorimetrie ist die AuBenfliissigkeit 55°50 = 67,5- 


fach verdiinnter als die Innenfliissigkeit. Sie enthilt demnach 175,0/67,5 
= 1,11 ccm der konzentrierten Innenlésung. 
ax g _ 0,122 x 1,11 


Dita SS cem/Tage. 





Versuchsprotokoll Nr. 3. 


Diffusionsversuch mit Pferdeleberkatalase. Die verwendete Enzym- 
lésung stellte ein in tiblicher Weise hergestelltes, wenige Tage altes und 
tiber Chloroform in der Kilte aufbewahrtes Priiparat aus Pferdeleber dar. 
Die enzymatische Aktivitit, ausgedriickt durch die unter optimalen Be- 
dingungen gemessene Reaktionskonstante erster Ordnung (berechnet aus dem 
Substratumsatz nach 3 Minuten Versuchsdauer) betrug & = 1065. 


Diese Enzymlésung, die ein mit 1°/, igem sekundirem Natriumphosphat 
hergestelltes und sodann mit festem primiirem Kaliumphosphat gegen Lackmus 
neutralisiertes Eluat darstellte (py 7,2—7,3), wurde unverdiinnt in die Diffu- 
sionszelle gefillt. Als AuBenfliissigkeit dienten 75 cem 1°/, iger, mit festem 
primiirem Phosphat neutralisierter, sekundirer Phosphatlésung [py 7,29 
(elektrometrisch gemessen)]. Die Diffusionsdauer betrug 44,75 Stunden bei 
20 + 0,5° im Luftthermostaten. Nach dem Versuch wurde die Zelle durch 
Ausblasen entleert, wobei die ersten 10 ccm verworfen wurden. Zur Be- 
stimmung des Katalasegehaltes wurden verschiedene Verdiinnungen her- 
gestellt. Als passend erwies sich eine Verdiinnung der Innenlésung von 
1:1000 und eine Verdiinnung der AuSenlisung von 1:10. Die Spaltansiitze ') 
enthielten 35 cem etwa 0,02 n-H,O,-Lésung + 10 cem m/15-Phosphatpuffer 
vom py 7+4ccem Ag. dest.+ 1ceem der betreffenden Enzymverdinnung. 
Aus den bei 0° gehaltenen Gemischen wurden vor Enzymzugabe und sodann 
in Intervallen von 8 Minuten mit geeichten Pipetten 5,0 cem entnommen 
und sofort in Vorlagen iibergefiihrt, die 10 ccm 1°/, iger KJ-Lésung + 3 cem 
33°/,iger H,SO, enthielten. Zur Beschleunigung der Jodausscheidung wurden 


1) Vgl. Diese Z. 208, 90 (1932). 
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einige Tropfen wiBriger Molybdinsiurelésung zugefiigt und das ausgeschie- 
dene Jod, das der vorhandenen Substratmenge iiquivalent ist, mit 0,02 n- 
Thiosulfatlésung in tiblicher Weise titriert. 




















Ergebnis. 
Im Spaltansatz | 0 | 3 | 6 | 9 | 12 |15Min.| Umsatz 
nnenlésung 1:1000 | 3,94 | 3,4 2,9 2,53 | 2,24 |] 1,97 | 1,97 ccm 
AuBenlésung 1:10 4,12 | 3,26 | 2,73 | 2,34 | 2,04 | 1,78 | 2,34 ccm 

















Die 10 fach verdiinnte AuBenlésung enthielt danach die 2,34/1,97=1,19- 
fache Katalasemenge der 1000 fach verdiinnten Innenlésung. Die unverdiinnte 
AuBenlésung war demnach 100/1,19 = 84 mal firmer an Enzym als die un- 
verdiinnte Innenlésung. Das bedeutet, daB insgesamt 75,0/84 = 0,89 ccm 
der konzentrierten Lésung aus der Zelle nach auBen diffundiert sind. 

KX Qeom 0,122 x 0,89 


Diffusionskoeffizient D = ; i865 0,0582 qem/Tage. 





Versuchsprotokoll Nr. 4. 


Priifung der Stabilitat verdiinnter Leberkatalaselésung bei 
Py 7,29 am 14. April 1933. Um zu priifen, ob auch bei der von uns ge- 
wihlten Wasserstoffionenkonzentration verdiinnte Katalaselésungen beim 
Passieren der Glasmembran eine Inaktivierung erleiden, wie dies von 
K. Zeile (a. a. O.) beschrieben wurde, wurde folgende Anordnung gewihlt: 
0,1 cem eines am 27. 2. 1933 bereiteten Pferdeleberkatalasepriiparates, dessen 
Aktivitit sogleich nach der Herstellung 4 = 1395 betragen hatte und das in 
der Zwischenzeit im neutralen Zustande iiber Chloroform im Kihlschrank 
aufbewahrt worden war, wurden mittels 1°/,iger sekundirer Natrium- 
phosphatlésung, die mit festem primiirem Kaliumphosphat gegen Lackmus 
neutralisiert worden war, auf 100 cem verdiinnt. Das py der Lésung betrug 
7,29 (elektrometrisch bestimmt). Nachdem die enzymatische Aktivitat dieser 
Lésung in iiblicher Weise bestimmt worden war, lieBen wir sie im Verlaufe 
von 20 Minuten insgesamt 6 mal die sorgfiiltig gereinigte Membran der zu 
allen Diffusionsversuchen benutzten Zelle passieren. Sodann wurde die 
Aktivitiit sogleich nachher und dann nach 30 Minuten und nach 60 Minuten 
bestimmt. Wie die folgende Zusammenstellung zeigt, ist bei dieser Anord- 
nung keinerlei Aktivititsverminderung beobachtet worden. 






































itration nach swits 
Ergebnis Titra 7 — Aktivitat 
0 5 | 10 Minuten ks min. 
1: 1000 verdiinnt 
oe So eee 3,97 | 2,88 | 2,18 cem 0,02 n-Thiosulfat | 0,0279 
Am 14.4.1983 ...... 4,87| 3,41 | 2,54 0,03096 
Nach 6maligem Passieren 
der Membran ...... 4,98 | 8,45 | 2,59 0,0319 
Nach 30 Minuten bei 20° | 4,92) 3,43 | 2,42 (11 Minuten) 0,03134 
60, 20° | 4,10] 2,77 | 2,10 0,03406 
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Zusammenfassung. 


Unter Anwendung der von J.H.Northrop und M. L. Anson 
ausgearbeiteten Diffusionsmethode wurde die Diffusionsgeschwindig- 
keit gereinigter Katalaselésungen aus Pferdeleber, Schweineleber, 
Rinderleber, Pferdeniere und Rinderblut verschiedener Aktivitiit 
bei p, 7,2—7,3 gemessen. Die diffundierte Enzymmenge wurde 
durch Bestimmung der katalatischen Aktivitiit (auf die Enzym- 
konzentration der Ausgangsliésung bezogen) ermittelt. Durch 
Mittelung der mit den verschiedenen Priiparaten erhaltenen Re- 
sultate wurde ein durchschnittlicher Diffusionskoeffizient bei 20° von 
0,0673 qcm/Tage erhalten. Unter Anwendung der von Hinstein 
fiir die Beziehungen zwischen Diffusionskoeffizient, Radius und 
Molekulargewicht sphirischer, kolloider Teilchen entwickelten 
Gleichungen ergibt sich der mittlere Radius der Katalaseteilchen 
zu 2,73 wu und ihr Molekulargewicht zu 68900. Unter Beriick- 
sichtigung der in der angewandten Technik begriindeten Fehler- 
breite und der nicht immer befriedigenden Ubereinstimmung der 
einzelnen Diffusionsversuche soll hieraus nur der SchluB gezogen 
werden, daB die Katalaseteilchen ‘ihnliche Dimensionen wie die 
Himoglobinteilchen besitzen. 
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Co-Zymase und Phosphatase. 


Von 
Karl Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1933.) 


Friihere Arbeiten aus diesem Laboratorium haben gezeigt, 
dai die aktivsten bisher gewonnenen Priiparate der Co-Zymase 
(Hardens Co-Ferment) im wesentlichen ein Mono-nucleotid ent- 
halten.') Der Reinheitsgrad dieser Priparate ist 500—1000 mal 
créBer als der des Ausgangsmaterials (Hefe). Die Analysen der 
Priiparate zeigen, daB das Nucleotid beinahe rein sein muf, und 
Versuche iiber Siiurehydrolyse, Desaminierung usw. weisen aut 
eine der Muskeladenylsiiure sehr nahestehende Verbindung hin. 
Immerhin besteht, wie in allen ihnlichen Fallen, die Méglichkeit, 
daB die Aktivitiit der Priiparate nicht dem in groBer Menge vor- 
handenen Bestandteil gehért, sondern einer Beimengung, die in 
so kleiner Menge vorkommt, daB sie auf die Analysen wenig 
einwirkt. Die Frage, ob die Co-Zymasewirkung wirklich dem 
Nucleotid gehért, muB auf indirektem Wege beantwortet werden. 
Dabei wurde schon verschiedenes versucht, u. a. wurde die Kin- 
wirkung von Enzymen studiert, die zu einer Vernichtung der 
Co-Zymasewirkung fiihren.”) Die diesbeziiglichen Ergebnisse waren 
mit der Annahme im Kinklang, da das zerstérende Enzym, oder 
richtiger ein zerstérendes Enzym, eine Nucleotidase sei. Wie ich 
schon friiher hervorgehoben habe, konnte dann eigentlich erwartet 
werden, daB jedes phosphatasehaltige Material die Co-Zymase 
inaktivieren sollte, denn nach den eingehenden Untersuchungen 
von Levene) und anderen soll die Nucleotidase eine unspezi- 
fische Phosphatase sein, bzw. die Phosphatasen tiberhaupt sollen 


1) Euler u. Myrbick, Diese Z. 190, 93 (1930) und 199, 189 (1931); 
Myrbick u. Euler, Ebenda 198, 236 (1931) und 203, 143 (1931); Myr- 
bick, Euler u. Hellstrém, Ebenda 212, 7 (1932). Zusammenfassung: 
K. Myrbiick, Co-Zymase in Ergebnisse der Enzymforschung, Bd. 2. 

*) Euler, Myrbick u. Brunius, Diese Z. 183, 60 (1929). 

’) Zusammenfassende Darstellung in Nucleic Acids, New York 1931. 
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die Phosphorsa’ure der Mononucleotiden abspalten. Versuche iiber 
die Kinwirkung von aktiver Nierenphosphatase auf hochgereinigte 
Co-Zymase gaben aber ein negatives Resultat. Nun ist indessen 
hierzu zu bemerken, daB die Nierenphosphatase ihr Aciditiits- 
optimum bei dem aufergewéhnlich hohen Wert von p,, = 9 hat, 
und daS in den erwihnten Versuchen die alkalische Reaktion 
schwicher gehalten wurde, da die Co-Zymase schon in schwach 
alkalischer Lésung an sich zerfillt. Es schien deshalb angebracht, 
die Versuche in stiirker alkalischer Lésung zu wiederholen, und 
dies auBerdem besonders aus folgendem Grunde: Das in den 
Priparaten vorhandene Nucleotid muf der Muskeladenylsiure 
sehr nahe stehen (es entsteht daraus mit Nitrit die gewéhnliche 
Inosinsiure usw.), andererseits kann es mit der Muskeladenylsiure 
nicht identisch sein, wenn wir daran festhalten wollen, daB die 
Aktivitit an das Nucleotid iiberhaupt gebunden ist. Die Muskel- 
adenylsiure ist nimlich im Gdrungsversuch, wie mehrfach fest- 
gestellt wurde, vollkommen wirkungslos. Es ist anzunehmen, daf 
der Unterschied zwischen Co-Zymase und Muskeladenylsiure solcher 
Art ist, daB er bei der Behandlung des Kérpers mit Nitrit und 
Hisessig aufgehoben wird. Wire es nun so, daB die Co-Zymase von 
Phosphatase nicht angegriffen wird, so kinnte angenommen werden, 
daB der Unterschied etwa darin bestehe, daB die Phosphorsiure 
nicht nur mit einem Zuckerhydroxyl verestert ist, sondern auch in 
anderer Weise gebunden sein sollte. Darauf kénnten iibrigens gewisse 
Anomalien in den Elektrotitrationskurven des Nucleotids deuten. 
Fiir die Bestimmung der Konstitution der Co-Zymase miissen also 
Versuche iiber die Wirkung der Phosphatase wesentlich sein. Ich 
habe darum eine erneute Untersuchung unternommen: 

Die Phosphatasepriparate waren aus Schweinsniere hergestellt und 
sehr aktiv: 10 mg Priiparat spalten 100 mg Glycerophosphat in 40 cem in 
20 Minuten zu 33°/,. Die Phosphatasepriiparate verdanke ich Herrn Dr. G. Eh- 
rensvird. 

Das Co-Zymasepriiparat war in der friiher beschriebenen Weise aus 
Hefekochsaft gewonnen und hatte einen ACo-Wert von iiber 100000. Die 


LLésung des Priparates gab mit dem Embdenreagens keine wiigbare Fillung. 
Das Priparat enthielt aber 8,85°/, P in organischer Bindung. 


Die Phosphataseversuche wurden alle bei py = 9 ausgefiihrt, und zwar 
in Gegenwart eines Veronalnatrium-HCl-Puffers. Temperatur sowohl bei 
den Spaltungen wie bei den Giirungsversuchen 30°. Girungsversuche mit 
0,3 g Apo-Zymase (ausgewaschener Trockenunterhefe), 0,1 g Glucose und 
10 mg Zymophosphat in 2 ccm 2,5°/,igem Phosphatpuffer von py = 6,4. Die 
Apo-Zymase war nicht vdéllig frei von Co-Zymase. Wegen der, iibrigens 
sehr kleinen, Selbstgiirung wurde deshalb korrigiert. 
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Vorversuche zeigten: 

1. DaB durch die Pufferlésung allein keine nennenswerte Inaktivierung 

der Co-Zymase herbeigefiihrt wurde. 

2. DaB bei Behandlung mit Phosphatase bei py = 9 Phosphorsiure 

abgespalten wird. 

3. DaB bei der Phosphatasebehandlung die Co-Zymase allmihlich in- 

aktiviert wird. 

Versuch la. 6 mg Co-Zymase in 4 ccm Wasser + 1 ccm 10°/) igem 
Veronalpuffer bei 30°. 

Versuch 1b. Wie 1a aber 5 mg Nierenphosphatase zugesetzt. 

Zu den Bestimmungen der Aktivitit der Co-Zymase wurden kleine 
Proben herausgenommen, verdiinnt undzu den Apo-Zymase-Zuckermischungen 
gesetzt. Kohlensiureentwicklung gemessen. Die in der Tab. 1 angegebenen 
Co-Zymasemengen beziehen sich auf die unverdiinnte, urspriingliche Lésung. 

















Tabelle 1. 

Zeit der Co-Zymase cem Kohlensiiure nach 
Phosphatase- bzw. |im Girungs- ) | —_ oa 
Pufferbehandlung | vers. in cem] 30 Min. | 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. 

_ 0,25 | 05 | 0,7 1,2 
0,01 i1 | 2,9 7,0 10,9 
0,02 26 | 8D 13,2 si 
3 Stunden 0,01 10 | 30 | 68 10,8 
in Puffer 0,02 2,7 | 8,3 | 13,0 — 
| | 

3 Stunden 0,01 0,4 | 1,2 | 2,3 3,7 
mit Phosphatase 0,02 08 | 41,9 | 5,9 10,0 
24 Stunden 0,01 10 | 28 | 5,8 10,0 
in Puffer — 0,25 | 0,55 | 0,9 1,3 

ca | | 
a 0,01 a: om | wo 1'3 
it Phosphatase / _ | o | : o 
ae P 0,02 03 | 06 | 0,9 1,3 








Die Tabelle zeigt also, daB die Phosphatase eine Inaktivierung 
der Co-Zymase herbeigefiihrt hat, die schon nach 8 Stunden sehr 
eroS und nach 24 Stunden vollstiindig ist, wihrend die alkalische 
Reaktion allein beinahe unschiidlich ist. Von den Co-Zymase- 
Puffermischungen mit und ohne Phosphatase wurden je 4ccm mit 
Trichloressigsiure behandelt und nach Kmbden gefallt. Wahrend 
die mit Puffer behandelte Lésung eine nicht wigbare Fiallung 
gab, wurden aus der phosphatasehaltigen Liésung 40,3 mg Molybdat 
gefallt. In dieser Liésung waren also 0,452 mg P in freier Form. 
Aus dem Phosphorgehalt der Co-Zymase berechnet man die Menge 
P zu 0,48 mg. Wir finden also, daf wenn die Co-Zymase durch 
die Phosphatase véllig inaktiviert ist, so ist auch alle Phosphor- 
siure in Freiheit gesetzt. 
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In mehreren Versuchsreihen wurde dann festzustellen ver- 
sucht, inwieweit Inaktivierung und Phosphorsiureabspaltung pa- 
rallel verlaufen. Die Methodik war dieselbe, nur wurde im all- 
gemeinen mehr Phosphatase zugesetzt, um die Versuchszeiten ab- 
zukiirzen. Der Kiirze halber seien hier nur die endgiiltigen 
Resultate angefihrt. Die in der Tab. 2 angegebenen Zahlen 
5’/, Phosphorsiure frei“ beziehen sich auf die aus dem P-Gehalt 
des Co-Zymasepriiparates berechnete Phosphorsiiuremenge. 


Tabelle 2. 








Zeit Versuch 1 Versuch 2 


in Minuten | o Antivitat | "Jo PO, frei | %/, Aktivitat | %/, PO, frei 





0 100 | 0 100 | 0 








30 59 51 _ 45 
60 48 | 47 — 
75 — — 40 — 
90 25 65 —_- —_ 
180 beinahe 0 | 90 8 | 84 
oo 0 100 0 | 100 


Das Resultat ist zusammengestellt in der Figur. Ohne 
jeden Zweifel gehen also die Inaktivierung der Co-Zymase durch 
die Phosphatase und die Freisetzung der organisch gebundenen 
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Phosphorsiure parallel. Es ist dies ein neuer Beweis dafiir, daf 
das in unserem Laboratorium aus Hefe isolierte Nucleotid die 
Co-Zymase ist. Weiter wire wohl aus diesen Versuchen der 
Schlu8 zu ziehen, dab die Phosphorsiiure in unserem Nucleotid 
nur in der normalen Weise an das Kohlenhydrat gebunden ist. 
Denn so spezifisch dirften wohl die Phosphatasen sein, daB sie 
keine doppelt veresterten Phosphorsiurereste freisetzen. 
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Wird Methylglyoxal im Harn ausgeschieden? 
Von 


R. Miller. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1933.) 


Bemiihungen, die darauf abzielten, das als Intermediir- 
produkt im Fettstoffwechsel vermutete Ketol [vgl. Henze u. Mit- 
arbeiter]') im Organismus zu fassen, veranlaBten uns, auch im 
Harn danach zu fahnden. Insbesondere suchten wir auch im 
Diabetikerharn danach, ohne jedoch bis jetzt Erfolg zu haben. 
Da wir methodisch unter anderem die Abscheidung des Ketols 
als Osazon mittels 2,4-Di-nitrophenylhydrazin versuchten, kamen 
wir dabei auch zur Nachpriifung einer Arbeit von A. Pi-Sufer 
und M. Farran’), in der tiber die Ausscheidung von Methyl- 
elyoxal im Diabetikerharn berichtet wird. Daf eine so reaktions- 
fihige Substanz wie Methylglyoxal im Harn ausgeschieden werden 
soll, ist gewiB iiberraschend, umsomehr, als die Autoren angeben, 
daB ihnen der Nachweis (Farbreaktion der 2,4-Di-nitrophenyl- 
hydrazinfillung) bereits mit 10 ccm Harn gelinet. 

Wir hielten uns genau an die Vorschrift A. Pi-Sufiers und 
untersuchten eine gréBere Anzahl Harne verschiedener Patienten. 
Diese Harne zeigten ebenfalls die Farbung mit Pyrrol-Salzsiure °) 
(Pyrrolaktiv), wie die Autoren dies bei denen von ihnen ver- 
wendeten Harnen angeben. Bereits bei Harnmengen von nur 
10 cem sollen mit 2,4-Di-nitrophenylhydrazin minimale Fillungen 
eintreten, die mit Alkohol—Kalilauge Violettfiirbung geben sollen. 
Dies festzustellen ist uns niemals gegliickt. Daher wurde die 
von 10 Liter Harn stammende 2,4-Di-nitrophenylhydrazinfillung 
aufgearbeitet. Sie gab nach dem griindlichen Waschen mit 


1) M. Henze, Diese Z. 189, 121 (1930); M. Henze u. R. Miller, 
Diese Z. 193, 88 (1930); M. Henze, Diese Z. 195, 248 (1931); R. Stohr u. 
M. Henze, Diese Z. 206, 1 (1932); M. Henze u. R. Miiller, Diese Z. 214, 
281 (1933). 

®) A. Pi-Sufier u. M. Farran, Biochem. Z. 256, 241 (1932). 

*) H. K. Barrenscheen u. K. Braun, Piochem. Z. 233, 296 (1931). 
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Salzsiure und Alkohol meist keine typische Violettfarbung mit 
Alkohol—Kalilauge. Diese trat nur dann auf, wenn die Harne 
nicht zuckerfrei waren. Wir vermuteten daher, daB die Violett- 
firbung vom 2,4-Di-nitrophenylosazon der Glucose herstammen 
kénnte. Wir wurden in dieser Anschauung insofern bestiirkt, als 
durch ein erschépfendes Waschen mit Alkohol die 2,4-Di-nitro- 
phenylhydrazinfallungen aus Harn schlieBlich vollstindig in Lésung 
gehen, so daB wir, in anderen Worten, niemals einen alkohol- 
unléslichen Riickstand zuriickbehielten, der auf die Anwesenheit 
des Osazons des Methylglyoxals gedeutet hitte. Die Schmelz- 
punkte der erhaltenen Fallungsprodukte, auch wenn diese langere 
Zeit mit Alkohol gewaschen wurden, waren immer um mindestens 
50° vom Schmelzpunkt des Methylglyoxalosazons (298°) entfernt. 
Aus Nitrobenzol umkrystallisiert, zeigten sie den Schmelzp. 259°, 
der fiir das Glucosazon angegeben wird. Die Violettfiirbung der 
Hydrazinfallung mit Alkohol—Kalilauge, die die Autoren fir das 
Vorhandensein von Methylglyoxalosazon als typisch ansehen, ist 
unserer Meinung nach durch geringe Mengen von Glucosazon 
bedingt. Letzteres gibt eine dem Methylglyoxalosazon derart 
ihnliche Violettfarbung, daB sie nicht dazu dienen kann, die 
beiden Osazone auseinander zu halten. Obwohl nach den An- 
gaben der Literatur Glucose mit 2,4-Di-nitrophenylhydrazin nicht 
reagiert, fallt bei 18 stiindigem Stehen bei 37° eines glucose- 
haltigen Harnes mit diesem Reagens Glucosazon immer in ge- 
ringer Menge aus. Genau dasselbe Osazon erhilt man, wenn 
man eine reine 2°/,ige Glucoselésung unter den eben genannten 
Bedingungen mit 2,4-Di-nitrophenylhydrazin behandelt. 

Wir konnten also in den von uns verarbeiteten Harnen durch 
die Fallung mit 2,4-Di-nitrophenylhydrazin das Vorhandensein 
von Methylglyoxal nicht bestitigen; auch erscheint es uns nicht 
erlaubt, einen Riickschlu8B auf dessen Vorkommen im Diabetiker- 
harn durch die zu unspezifische Violettfarbung der durch 2,4-Di- 
nitrophenylhydrazin erzeugten Fiallungsprodukte mit Alkohol— 
Kalilauge zu machen. 
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Untersuchungen zur pathologischen Physiologie 
des Infarkts. 


I. Der Gehalt des Infarktgewebes an reduziertem Glutathion 
und anderen Sulfhydrylgruppen. 


Von 


G. Borger, T. Peters und M. Kurz. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1933.) 


Durch die Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz’) ist 
bekannt, daf in den tierischen Geweben reduziertes Glutathion 
als natiirlicher Aktivator der katheptischen Enzyme wirksam ist. 
Nach unseren bisherigen Vorstellungen scheint es eingefiigt zu 
sein in ein Gleichgewichtssystem von Sulfhydryl- und Disulfid- 
sruppen, das vom Organismus durch Reduktionen oder Oxydationen 
nach der einen oder nach der anderen Seite verschoben werden 
kann und so als Regulationsmechanismus fiir stiirkere oder 
schwichere Aktivierung des Kathepsins dient.?) Waldschmidt- 
Leitz’) hat die Meinung ausgesprochen, daB die Unterbindung 
der Sauerstoffzufuhr in den absterbenden Geweben eine Anhaufung 
von Glutathion in seiner reduzierten Form zur Folge habe und 
daS dadurch automatisch das Einsetzen der Proteolyse durch 
Aktivierung des Kathepsins bedingt sei. Die Weiterfiihrung dieses 
Gedankens, daB durch eine auf diese Weise verstirkte Proteolyse 
das rasche und zerstérende Wachstum der bésartigen Geschwiilste 
erklart werden kénne — deren Sauerstoffbediirfnis zweifellos wegen 
ungeniigender GefaBversorgung nicht immer voll befriedigt wird —, 
mu8 nach den Mitteilungen von Krebs‘) und von Kleinmann 
und Werr ) wohl aufgegeben werden, da durch deren Unter- 


1) Diese Z. 198, 260 (1931). 

*) GraBmann, v. Schoenebeck u. Dyckerhoff, Diese Z. 186, 183 
(1929/30); GraBmann, v. Schénebeck u. Eibeler, Ebenda 194, 124 (1931). 

5) Naturw. 18, 644 (1930). 4) Biochem. Z. 238, 174 (1931). 

°) Ebenda 241, 108 (1931). Vgl. Waldschmidt-Leitz, Ann. Rev. 
of. Biochem. I, 69 (1932). 
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suchungen im Geschwulstgewebe keine  stirkere Proteolys¢ 
als in normalen Geweben gefunden wurde. Auch die Annahme« 
von Waldschmidt-Leitz'), da die mit dem Alter der wachsen. 
den Geschwiilste zunehmende Steigerung der Kathepsinaktivieruns 
in Beziehung stehe zu einer Vermehrung ihres SH-Glutathion. 
gehaltes, wird neuerdings von Bierich und Rosenbohm? 
bestritten. Waldschmidt-Leitz stiitzt die Ansicht, da8B durch 
Sauerstofimangel im Gewebe eine Vermehrung des Aktivators statt- 
findet, im wesentlichen auf seine Feststellung’), daf in tierischen 
Organen postmortal die Kathepsinwirksamkeit zunimmt. Wihrend in 
den Extrakten aus frischen Organen die Spaltungswerte ohne kiinst- 
liche Aktivierung deutlich niedriger sind als die mit kiinstlicher Ak- 
tivierung, ist dieser Unterschied verschwunden, wenn die Organe vor 
der Extraktbereitung etwa 8 Stunden bei 20° gestanden haben. Die 
vorher unvollstindig aktivierten Gewebe sind durch das Stehenbleiben 
aktiver geworden, so daB ihre Kathepsinwirkung auch durch kiinst- 
liche Aktivierung nicht weiter erhéht werden kann. ,,Die spontane 
Aktivierung des Kathepsins in Schweineleber, welche auf der 
Bildung reduzierten Glutathions beruht, ist nach 4—8 Stunden 
beendet; eine vollstandige Umwandlung des gesamten vorhandenen 
S-S-Glutathions in die SH-Form scheint indessen damit noch nicht 
erreicht, der Aktivator in den Zellen vielmehr im UberschuB ver- 
fiigbar zu sein“ (a. a. O., S. 262). DaB diese Steigerung der 
Kathepsinwirkung tatsichlich auf einer Vermehrung des reduzierten 
Glutathions beruht, hat Waldschmidt-Leitz nicht nachgewiesen, 
da er den Gehalt der Organe an SH-Glutathion nicht bestimmt hat. 
Dagegen haben Bierich und Kalle‘) festgestellt, daB beim Stehen 
tierischer Organe an der Luft mit der Tunnicliffschen Methode 
ein erhéhter Jodverbrauch gemessen und so ein héherer Wert an 
reduziertem Glutathion vorgetiiuscht wird; sie haben ferner gezeigt, 
daB gleichzeitig die fiir Cystein spezifische Sullivanreaktion positiv 
wird. Ilhr SchluB, daB der vermehrte Jodverbrauch nicht auf 
einer SH-Glutathionvermehrung, sondern auf der Abspaltung von 
Cystein aus dem Glutathion beruht, ist wohl sehr wahrscheinlich, 
aber nicht ganz zwingend, da sie nicht in der Lage sind, quanti- 
tativ den Nachweis zu fiihren, daf der gesamte Mehrverbrauch 
an Jod nur auf Cysteinbildung beruht. Es wire ja immerhin 





1) Naturw. 18, 280 (1930). *) Diese Z. 215, 151 (1935). 
3) Ebenda 188, 32 (1930); 198, 260 (1931). 
4) Diese Z. 175, 115 (1928). 
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moglich, daB neben der Cysteinabspaltung auch eine Vermehrung 
des SH-Glutathions stattfindet. Einen zweiten Beweis gegen die 
Waldschmidt-Leitzsche Ansicht versuchen Bierich und Rosen- 
bohm (a. a. O.) zu erbringen, indem sie feststellen, daB bei der 
Titration nach Kiihnau?), welche den ,,Cysteineffekt auf den Jod- 
verbrauch ausschaltet“, keine postmortale Jodvermehrung zu finden 
ist. Wir kénnen uns auch diesem Ergebnis nicht anschlieBen, da 
unseren Erfahrungen nach durch den von Kiihnau benutzten 
KJ-Zusatz der Cysteineffekt nicht vollstindig ausgeschaltet wird.’) 
Die von Bierich und Rosenbohm (a. a. O.) mitgeteilte colori- 
metrische Methode scheint uns zur Feststellung einer spontanen 
Vermehrung des SH-Glutathions aus dem Disulfid nicht ganz 
geeignet, da sie sich eines KCN-Zusatzes bedient, der ja, auch 
nach Bierichs eigenen Untersuchungen, das gesamte Glutathion 
zur SH-Form reduzieren miiBte. 

So scheint uns also die oben wiedergegebene Ansicht von 
Waldschmidt-Leitz nicht exakt widerlegt; wenn allerdings die 
Behauptung von Bierich und Rosenbohm richtig ist, daB das 
Glutathion an den reversiblen Oxydoreduktionsvorgingen nicht 
beteiligt ist, weil sich in nahezu allen normalen Kérpergeweben, 
mit Ausnahme des Blutes, oxydiertes Glutathion nicht nachweisen 
lasse, 80 wire die Frage in negativem Sinne entschieden. 

Die hier mitgeteilten Untersuchungen wurden unternommen, 
weil uns die in der Regel fehlende Erweichung von spontanen 
Infarkten mit der Theorie von Waldschmidt-Leitz in Wider- 
spruch zu stehen schien. Der Infarkt, der dadurch zustande kommt, 
daB ein Gewebsbezirk durch plétzlichen Verschlu8 des zufiihren- 
den GefiBes von der Blut- und damit auch von der Sauerstoff- 
versorgung abgeschnitten wird, ist eigentlich das denkbar beste 
Modell, an dem die von Waldschmidt-Leitz angenommenen 
Folgen des Sauerstoffmangels (also Vermehrung des SH-Glutathions 
— Steigerung der Proteolyse — Erweichung des Gewebes) iiber- 
zeugend zum Ausdruck kommen miiBten. Die anatomischen Befunde 
stimmen aber damit nicht iiberein. Wir finden zwar, daB das von 
der ernihrenden Blutversorgung abgeschnittene Gewebe in der 





1) Biochem. Z. 230, 353 (1931). 

*) 1 eem 0,01 mol. Cysteinlésung + 9 ccm H,O + 20 mg KJ verbraucht 
1,77 cem n/100-J statt theoretisch 1,0 ccm. 1 ccm 0,01 mol. Cysteinlésung 
+ 9eem H,O + 2 cem 25°/, KJ verbraucht 0,76 cem n/100-J statt theoretisch 
1,0 cem, so daB also auch durch eine gréBere Menge KJ der Cysteineffekt 
nicht ganz ausgeschaltet wird. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVII. 18 
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Hauptmasse abstirbt, nekrotisch wird, kénnen dabei aber in der 
Regel eine autolytische Erweichung als Folge der einsetzenden 
Proteolyse nicht beobachten.') 


Das infarzierte Gewebe befindet sich in einem eigenartigen Zustand, 
der seit Cohnheim’) mit Koagulationsnekrose bezeichnet wird; es ist derb, 
wie geronnen, verliert histologisch allmihlich die Farbbarkeit seiner Zell- 
elemente, ohne aber zunichst die Gewebsstruktur zu verlieren. Voriiber- 
gehend tritt ein Zustand 6dematéser Quellung ein, nie aber finden sich die 
Anzeichen autolytischer Erweichung, so wie sie z. B. bei einer septischen 
Milz zum Ausdruck kommen.’) Auf welche Weise diese Koagulationsnekrose 
zustande kommt, ist unbekannt, wenigstens kann keine der zur Erklirung 
dienenden Hypothesen befriedigen; als Folge einer Kathepsinwirkung kann 
sie jedenfalls nach unseren bisherigen Kenntnissen nicht aufgefaBt werden. 

Der Begriff der Nekrose — wenigstens der Koagulationsnekrose, und 
das ist die iiberwiegende Mehrzahl der Infarkte und Nekresen — wird mit 
der iiblichen Umschreibung ,,értlicher Gewebstod“ nicht geniigend erfabt, 
insofern als sich nekrotisches Gewebe von totem Gewebe deutlich unter- 
scheidet. Ein Leichenorgan z. b. ist zwar tot, aber nicht nekrotisch. Und 
auch durch die zur Konservierung tierischer Gewebe iiblichen Fixierungs- 
mittel, die zu einer Gerinnung des GewebseiweiBes fiihren, kann keine 
Nekrose erzeugt werden. Das Zustandekommen einer Nekrose, die in einer 
eigenartigen Umwandlung des absterbenden Gewebes besteht, scheint immer 
an den lebenden Organismus gebunden, auch wenn man von der zelligen 
Reaktion absieht. Wenn also Waldschmidt-Leitz schreibt: ,,Die ur- 
sichliche Verkniipfung von Atmung und Proteolyse.... fiihrt zu den 
nekrotischen Verinderungen der Zelle, die fiir den Verlauf der bésartigen 
Geschwiilste kennzeichnend sind“*), so ist dem entgegenzuhalten, daB At- 
mungsverminderung (also Sauerstoffmangel) und Proteolysesteigerung allein 
nicht zu Nekrose fiihren. Abgesehen davon ist die Nekrose keineswegs 
»kennzeichnend fiir den Verlauf der bésartigen Geschwiilste.“ 


Zur Priifung der Frage, ob trotz der fehlenden Erweichung 
eine Vermehrung des SH-Glutathions im infarzierten Gewebe statt- 
findet, haben wir an Infarkten, die durch GefiBunterbindung kiinst- 
lich erzeugt wurden, Bestimmungen des reduzierten Glutathions 
vorgenommen. Die gefundenen Werte sind in Tab. 13 zusammen- 
gestellt; iiber die Methodik wird im experimentellen Teil aus- 
fiihrlich berichtet. Aus den Befunden geht eindeutig hervor, dal 
eine Vermehrung der durch Jodtitration erfaBbaren Sulfhydryl- 
eruppen in keinem Falle erfolgt. Das Verschwinden der SH- 
Gruppen hat schon nach 1-stiindiger Unterbindung begonnen, nach 





1) Von den seltenen Ausnahmen, in denen ,,Erweichung“ eintritt, so!! 
hier zuniichst nicht gesprochen werden. 

*) Weigert, Virch. Arch. 79, 94 (Anm.) 1880. 

*) Die morphologischen Einzelheiten bleiben hier unberiicksichtigt; 
vgl. diese z. B. bei Schnapauff, Zieglers Beitr. 79, 781 (1928). 

*) Naturw. 18, 281 (1930). 
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16 Stunden sind nur mehr 50°/, der urspriinglichen Menge vor- 
handen, nach 48—72 Stunden nur mehr 10°/, und weniger. Nach 
9 Tagen scheinen die SH-Glutathionwerte, die inzwischen auf 0 
cesunken waren, langsam wieder anzusteigen, ein Vorgang, der 
vielleicht mit der inzwischen begonnenen Umwandlung des In- 
farktes zusammenhingt und den wir deshalb vorliufig nicht weiter 
untersucht haben. Die gleichen Befunde konnten wir erheben bei 
einigen spontanen Nekrosen an menschlichen Leichenorganen, 
einem Milztotalinfarkt, einer nekrotischen Schilddriise und einer 
nekrotischen Carcinommetastase der Leber. Unter Beriicksichtigung 
der Tatsache, da& durch die Jodtitration auBer reduziertem Glut- 
athion evtl. noch andere im Gewebe vorhandene SH-Gruppen er- 
faBt werden und vielleicht auch durch Cysteinabspaltung eine 
Krhéhung des Jodverbrauches erfolgt, laBt sich mit Sicherheit sagen, 
daB in den von der Sauerstofiversorgung abgeschnit- 
tenen sogenannten infarzierten Gewebsbezirken im leben- 
den Organismus eine Vermehrung des SH-Glutathions 
nicht stattfindet, sondern daB im Gegenteil das redu- 
zierte Glutathion sehr rasch abnimmt und schlieBlich, 
nach 2—3 Tagen, vollstaindig verschwunden ist. 
AuBerhalb des lebenden Organismus, also an den aus dem 
Tier entfernten Geweben, verliuft der ProzeB etwas anders. Mit 
der Jodmethode findet man da zuniichst eine Vermehrung des 
Jodverbrauchs im Leberbrei bei 37°, die nach 1 Stunde 20—30°/, 
betriigt (Tab. 14). Ob diese erhéhte Jodbindung ganz oder teil- 
weise einer Vermehrung des SH-Glutathions entspricht oder evtl. 
auf einer Cysteinabspaltung beruht, kénnen wir nicht entscheiden 
(vgl. S. 257). Nach 24 Stunden aber hat auch hier bereits eine 
Abnahme auf 75°/,, nach 72 Stunden auf 21°/, stattgefunden. 
Bei Zimmer- und Eisschranktemperatur liuft dieser Vorgang 
langsamer ab. Auch bei dieser Abnahme besteht natiirlich aus 
den oben angegebenen Griinden die Méglichkeit, daB der Jodwert 
hdher ist als dem SH-Glutathion entspricht. Zur weiteren Analyse 
des Vorganges haben wir die Haltbarkeit von SH-Glutathion- 
léisungen bei 37° gepriift (Tab. 15). Auch hierbei findet man, daB 
der mit der Jodmethode bestimmbare SH-Gehalt sehr rasch 
abnimmt, und zwar im Bereich der physiologischen Wasserstoff- 
ionenkonzentration und im alkalischen viel rascher als in dem 
natiirlichen sauren Medium (p,, 3,1) der ungepufferten Lésung. Die 
teaktion in der Liésung verschiebt sich dabei allmiahlich etwas 
gegen das alkalische Gebiet zu. 
18* 
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Es war nun die Frage zu kliren, ob die verschwundenen 
Sulfhydrylgruppen in der Lésung und im Gewebe etwa zu Disulfid 
oxydiert worden waren, sich also in einem reversiblen Zustand 
befanden, so daB sie — auch im physiologischen Geschehen des 
Organismus — wieder zu Sulfhydryl reduziert werden konnten. 
Wir beniitzten dazu die Phosphorwolframsiure-Methode, iiber 
deren Brauchbarkeit im experimentellen Teil ausfihrlich gesprochen 
wird. Aus Tab.16 geht hervor, da in einer urspriinglich 2,79 mg 
SH-Glutathion enthaltenden Lisung, die nach 70 Stunden bei 37° 
kein Jod mehr verbrauchte, mit der Phosphorwolframsiiure-Methode 
noch 1,56 mg (= 55,9°/,) gefunden wurden; nach 7 Tagen Aufent- 
halt bei 37° fanden sich noch 0,48 mg (=17°/,). Es zeigt sich 
also, daB unter Beriicksichtigung der fiir die Methode notwendigen 
Kinschrinkungen nach 70 Stunden wohl der gréBte Teil des ur- 
spriinglichen SH-Glutathions noch in S-S-Form und reduzierbar 
vorhanden war, im weiteren Verlauf aber z.T. auch irreversible 
Oxydationsprodukte entstanden waren.’) Aus Tab. 17 und 18 ist 
zu entnehmen, dab auch im postmortalen Gewebe und im Infarkt 
die Phosphorwolframsiure-Werte immer mehr abnehmen und nach 
100 Stunden schlieBlich ganz verschwunden sind. 


Man muB demnach also annehmen, daB die Abnahme des 
reduzierten Glutathions im infarzierten Gewebe auf einer 
Oxydation beruht, die iiber die reversible S-S-Glut- 
athionstufe zu irreversiblen Oxydationsprodukten und 
schlieBlich zur Aufspaltung des Tripeptids fihrt. Diese 
Oxydation wird noch dadurch begiinstigt, daB das Infarktgewebe 
die Neigung hat alkalisch zu werden, also ein Medium zu er- 
zeugen, in dem der OxydationsprozeB schneller verliuft. Aus der 
Tab. 19 ist zu ersehen, daB schon bald nach der Unterbindung 
das von der Blutversorgung abgeschnittene Gebiet alkalischer ist 
als das entsprechende normale Gewebe, und daB ausgebildete 
Infarkte und Nekrosen oft recht erhebliche Alkalitits- 
grade erreichen.’) Diese Erscheinung, die auch wieder den 
Infarkt und die Nekrose von sonstigem ,,toten“ Gewebe unter- 
scheidet, hat natiirlich auf die enzymatischen Reaktionen im In- 
farkt wesentlichen EinfluB und macht es verstiindlich, daB eine 
starke Kathepsinwirkung, die zur Erweichung fiihren wiirde, kaum 





1) Vgl. Mason, J. of biol. Chem. 90. 25 (1931). 
2) Moos hat schon 1909 (Virch. Arch. 195, 273) auf diese (von ihm 
mit Lackmuspapier bestimmte) Alkalitét der Infarkte hingewiesen. 
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gustande kommen kann. Diese Frage sowie die Ursachen der 
Alkalescenz und deren mégliche Zusammenhiinge mit der Koagu- 
lationsnekrose bediirfen noch weiterer Untersuchungen. 


Experimenteller Teil. 


Die Methoden zur quantitativen Bestimmung des reduzierten Gluta- 
thions werden in ihrer Genauigkeit verschieden beurteilt, so daB es not- 
wendig war, sich tiber die Brauchbarkeit der gewihlten Verfahren ein 
eigenes Urteil zu bilden. 


Bestimmung des SH-Glutathions. Zur Bestimmung des reduzierten 
Glutathions bedienten wir uns der jodometrischen Methode nach Tunni- 
cliffe') mit Stirke als Indikator unter Beriicksichtigung der Verbesserungen 
von Perlzweig- Delrue’), Kiihnau (a a. O.), Grassmann und 
Hanschke.’) Wesentlich fiir die genannten neueren Methoden ist ein Zusatz 
yon Jodkali, wodurch die bei der Oxydation von,SH-Glutathion mit Jod neben 
der Disulfidverbindung entstehende Sulfosiiure, deren Menge mit abnehmender 
Glutathionkonzentration steigt, auf ein Minimum herabgedriickt wird. Nach 
den Versuchsbelegen, die wir der nicht veréffentlichten Dissertationsarbeit 
von Hanschke entnehmen (Tab. 1a) erhalt man fiir 15,3 mg SH-Glutathion 
den theoretischen Jodverbrauch, wenn man in einem Volumen von 50 ccm 
bei Gegenwart von 100 mg KJ titriert. Es ist klar, daB bei Glutathion- 
bestimmungen in Gewebeausziigen mit dieser Methode auch noch andere 
eventuell im Gewebe vorhandene jodverbrauchende Substanzen erfaBbt 
werden; dies spielt aber bei unseren Untersuchungen schon deshalb nur 
eine untergeordnete Rolle, weil es sich bei uns immer um Vergleichswerte 
handelt. Wir konnten also Bedenken in dieser Richtung beiseite lassen; 
zu beachten war nur, daB sich durch autolytische Vorgiinge eventuell aus 
Glutathion Cystein abspaltet und dadurch ein relativ héherer Jodverbrauch 
auftritt. Ein erhéhter Jodverbrauch und dadurch ein scheinbar héherer 


Tabelle la. 


Abhingigkeit des Jodverbrauchs (in cem n/100-Jod) von der Ver- 
diinnung und der KJ’-Konzentration. Die Titrationsproben enthalten je 
15,3 mg Glutathion und 3 ccm 2 n-Schwefelsiure. 


Theoretischer Wert: 5,00 ccm n/100-Jod. 


























KJ-Menge Volumen in cem 
(mg/eem) oe ae 25 | 50 | 7D 
0 4,80 500 | 5,26 | 5,62 
2 4,88 493 | 4,98 | 5,08 
4 4,78 | 4,79 | 4,83 | 4,87 
8 4,71 | | 
16 469 | | 








1) Biochemie. J. 19, 194 (1925). 
*) Ing. Diss. Miinchen 19382. 





*) Ebenda 21, 1416 (1927). 
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Glutathionwert kann auch durch den sogenannten Verdiinnungsfaktor zu- 
stande kommen.}) Sein EinfluB bei einer reinen SH-Glutathionlésung geht 
aus Tab. 1b hervor. Da im Infarkt die SH-Konzentration allmihlich ab- 
nimmt und dadurch der Verdiinnungsfaktor bei der Jodtitration immer 
stirker zur Geltung kommt, ist die im Infarktgewebe gefundene Abnahme 
der SH-Gruppen in Wirklichkeit noch etwas stirker, als die aus den Jod- 
werten berechneten Zahlen angeben. 


Tabelle 1b. 
EinfluB des Verdiinnungsfaktors. 

















Vers. 1 Vers. 2 
Vol. KJ-Zusatz Theoret. Wert | Theoret. Wert 
com mg = 1,03 mg SH | = 0,83 mg SH 
10 20 1,03 0,88 
20 40 1,03 0,84 
40 80 1,08 0,88 
80 160 ie 0,95 











Um trotz des nicht ganz scharfen Farbumschlages beim Titrieren 
genaue Werte zu erhalten, haben wir uns mit Vorteil folgender Vergleichs- 
lésung bedient, auf deren Farbton jedesmal genau titriert wurde: 

0,19 cem 0,05°/, Methylorange, 0,04 cem 0,1°/, Bromkresolpurpur, 
2,0 ecm n/1-NaOH, 200 cem Wasser, eine Spur Kaolin zur Triibung. 
Als Indikator dienten 10 Tropfen 1°/, iger Stirkelésung. 


Tabelle 2. 


Titrationsgenauigkeit. 

18,6567 g Milzbrei (einer menschlichen Leichenmilz) werden unter sorg- 
filtigem Verreiben mit 8°/,iger Trichloressigsiure-Lésung auf 250 cem auf- 
gefiillt und sofort filtriert. 

Titrationsprobe 20 ccm. KJ-Zusatz 40 mg. 

















™ eis mg SH-Glutathion a ‘ mg SH-Glutathion 
seein: iota pro 100 g Milz com 0/1009 pro 100g Milz 
1,92 252,1 1,92 252,1 
1,92 252.1 1,90 249,2 
1,89 247,8 1,91 250,1 
* ~ : 3 ? 














Mittelwert: 250,8 + 1,5. 


Zur Enteiwei8ung wurde Trichloressigsiure benutzt; der EinfluB ver- 
schiedener Konzentrationen auf reine Liésungen von reduziertem Glutathion 
ist aus Tab. 3 ersichtlich. 


1) Vgl. Bierich u. Kalle und Kiihnau, a.a. O. 


sfaktor zu- 
jsung geht 
fihlich ab- 
ion immer 
. Abnahme 
3 den Jod- 


Titrieren 


‘ergleichs- 


ur, 
riibung. 





iter sorg- 
)ecem auf- 


lutathion 
g Milz 





ifluB ver- 
rlutathion 


Untersuchungen zur pathologischen Physiologie des Infarkts. 963 


Tabelle 3. 


Einflu8 der Trichloressigsiure-Konzentration 
auf die SH-Bestimmung in SH-Glutathionlésungen. 


Etwa 6 mg SH-Glutathion in 3 ccm H,O gelést und mit Trichloressigsiiure 
wechselnder Konzentration auf 50 cem aufgefiillt. Titrationsprobe: 15 ccm 
+ 30 mg KJ. Leerwert ohne SH-Glutathion ist abgezogen. n/100-J-Lésung. 


























H,O Konzentration der Trichloressigsiure 

0, 5°/9 | 8°/9 | 10°/, 15 "lo ; 20 "lo 
ei . ds a). | og wo ae th | | on 
Be (Sc | By [oc | em [SE | By facet | Bim | oR | ah | 3° 

Mi} NM); Ci N\| SB mN| RD} Bl Oi TB 
1,98 | 100 | 1,98 | 100 | 2,01 | 102 | 1,98 100 | 1,85 | 94 | 1,73 | 87,5 
198 | 100 | 1.98 | 100 | 1,98 | 100 | 1,95 | 98,5| 1.83 | 92,5 | 1,73 | 87,5 














Man ersieht aus Tab. 3, daB die Konzentration der Trichloressigsiiure 
bis etwa 10°/, ohne Einflu8 ist auf die erhaltenen Jodwerte; iiber 10°/, 
sinken die Jodwerte unter die berechneten Zahlen. Zur Enteiweifung 
wiirde demnach eine etwa 8°/,ige Lésung am zweckmiBigsten sein; dab 
sie zur volligen EnteiweiBung bei unseren Gewebsbreien tatsichlich geniigt, 


geht daraus hervor, daB nach der Trichloressigsiure-Behandlung alle Eiweib- 


reaktionen vollig negativ sind. Die Unschidlichkeit der 8°/, igen Trichlor- 
essigsiiure auf das SH-Glutathion im Gewebebrei ergibt sich aus Tab. 4. 


Tabelle 4. 


Einflu8 der T richloressigsiurekonzentration 
auf die SH-Bestimmung im Gewebsbrei. 


3—4 g Milzbrei werden mit Trichloressigsiiure von wechselnder Konzen- 
tration sorgfiltig verrieben und jeweils mit der gleichen Trichloressigsiure- 
lésung auf 50cem aufgefillt und sofort filtriert. Titrationsprobe 15 ccm 
+ entsprechende Mengen KJ. n/100-J-Lésung. (Die in Klammern bei- 
gefiigten Prozente beziehen sich auf die bei Anwendung von 8°/,iger 
Liésung gefundenen Werte.) 
Konzentration der Trichloressigsiure: 




















mg SH-G. 
5%, a3 8°/, | 10°/, | 15% | 20°/g 
1. Verma 157 (99) | 158 (100) | 147 (98) 144 (91) 136 (86) 
i Versuch 308 3 (99) 312 (100) | 296 (95) 287 (92) | 274 (88) 
3. Versuch 177 (100) | 173 (97,5) | 161 (91) | 156 (88) 


Es war nun noch zu priifen, ob bei Verwendung von 8 °/, iger Tri- 


chloressigsiurelisung nicht durch das rasche Koagulieren des Breies die 
vollstiindige Lésung des reduzierten Glutathions behindert wird.') In Tab. 5 


1) Vgl. Moncorps, Diese Z. 205, 141 (1932). 
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sind die Ergebnisse aufgefiihrt bei Anwendung verschiedener Anfangs. 
konzentrationen zur Cytolyse; die Endkonzentration zur EnteiweiBung be- 
trigt dabei immer wieder 8°. 


Tabelle 5. 


EinfluB der Anfangskonzentration der Trichloressigsiure 
auf die Erfassung des SH-Glutathions im Gewebsbrei. 


Etwa 4g Milzbrei werden mit 20 ccm Trichloressigsiiure von niedriger 

Konzentration verrieben, nach 10 Minuten mit 20 ccm hoher konzentrierter 

Trichloressigsiure-Lésung auf eine Konzentration von 8°/, gebracht, mit 

8°/,iger Lésung auf 50 cem aufgefiillt und sofort filtriert. Titrationsprobe 
15 cem + entsprechende Mengen KJ. n/100-J-Loésung. 








| Auf 50cem | mg SH-G. in 





Anfangskon- re 
cts _— aufgefiillt mit | 100 g Frischgew. 
7 Trichloressigsiure rc 0) ee 
: a 5 301 
: a 8 300 
° : © 302 











Die 8°/,ige Trichloressigsiiure bewirkt demnach eine vdllige Cytolyse, 
ohne die vollstindige Lésung des SH-Glutathions zu behindern, so daB es 
nicht nétig ist, mit niedrigeren Konzentrationen die EnteiweiBung zu beginnen. 

Die Dauer der Behandlung des Gewebsbreies mit Trichloressigsiure 
ist fiir die SH-Glutathionausbeute von Bedeutung (vgl. Bierich u. Kalle; 
Kiihnau; Moncorps a.a.0O.). Man sieht aus Tab. 6, da8 es zu niedrige 
Werte ergibt, wenn man den Gewebsbrei lingere Zeit mit der Trichlor- 
essigsiure stehen laBt. Das gleiche gilt auch fiir das Stehenlassen des 
filtrierten Trichloressigsiure-Auszuges. 


Tabelle 6. 


Einflu8 der Dauer der EnteiweiBung auf die SH-Bestimmung 
im Gewebsbrei. 


3—4 g Milzbrei werden mit 8°/,iger Trichloressigsiure unter sorgfiltigem 

Verreiben auf 50 cem aufgefiillt, verschieden lange bei Zimmertemperatur 

stehen gelassen und dann filtriert. Titrationsprobe 15 cem + entsprechende 
Mengen KJ. n/100-J-Lésung. 




















ti 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 

uszugs- ms 
dauer |mgSH-G.| °/, des |mg SH-G. | °/, des |mg SH-G.| °/, des 
Minuten |i2 100g Anfangs-| in 100 g | Anfangs-}| in 100 g | Anfangs- 
Frischgew.| wertes | Frischgew.| wertes |Frischgew.| wertes 

5 138,2 100 245,0 | 100 201,5 | 100 

30 129,6 94 231,5 | 94 193,0 96 

60 126,3 91 226,0 | 92 181,5 90 

















Zur weiteren Priifung, ob durch diese Behandlung des Gewebsbreies 
die darin enthaltenen Mengen von reduziertem Glutathion quantitativ erfabt 
werden, haben wir sowohl unbehandeltem Gewebsbrei wie den Gewebs- 
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filtraten bekannte Mengen von SH-Glutathion zugesetzt. Verreibt man die 
zugesetzte SH-Glutathionlésung zuerst mit dem Gewebsbrei und versetzt 
dann mit Trichloressigsiure, so findet man regelmibig weniger SH-Glutathion, 
als dem aus der Breimenge und dem SH-Zusatz berechneten Wert ent- 
spricht (Tab. 7). 


Tabelle 7. 


Zusatz von SH-Glutathion zum Gewebsbrei. 


Milzbrei und SH-Glutathionlésung werden in den in der Tabelle angegebenen 
Mengen vermischt, nach 5 Minuten mit 8°/,iger Trichloressigsiiure bis zum 
Gesamtvolumen von 50 cem verrieben und sofort filtriert. Titrationsprobe 
15 ecm + entsprechende Mengen KJ. n/100-J-Lésung. Der ,,berechnete 
SH-G.-Wert“ wurde gewonnen durch Addition der im Milzbrei und in 
der Glutathionlésung getrennt gefundenen Werte; der ,,gefundene SH-G.- 
Wert“ entspricht dem im Gemisch ermittelten Werte. Fehlerbreite: + 2°/,. 








Verlust in °/, 


sia | sHa- | Gef. Ber. 
reunenge | Zusatz |SH-G.-Wert|SH-G.-Wert] Differenz | dureh SH-G.- 
8 mg mg mg Zusatz 


a) Verschiedene Breimengen, gleichbleibender SH-Glutathionzusatz. 

















2,780 6,08 11,20 12,10 0,90 15 
5,240 6,08 15,63 17,45 1,82 30 
8,272 6,08 21,42 24,02 2,60 43 
2,998 5,84 14,85 15,38 0,53 9 
6,096 5,84 23,92 25,27 1,35 23 
8,813 5,84 31,93 33,94 2,01 34 
2,966 6,02 14,75 16,82 2,07 34 
5,945 6,02 23,25 27,67 4,42 73 
b) Gleichbleibende Breimengen, verschiedener SH-Glutathionzusatz. 
3,464 2,66 6,29 6,58 0,29 11 
3,150 5,32 8,06 8,70 0,64 12 
3,364 10,64 12,96 14,24 1,28 12 
4,313 2,67 8,51 8,85 0,34 13 
4,375 5,34 11,02 11,61 0,59 11 
4,276 10,68 15,10 16,80 1,70 16 


Der SH-Glutathionverlust ist bei variierter Breimenge dieser propor- 
tional, andererseits aber bei Variation der zugesetzten SH-Glutathionmenge 
proportional diesem Zusatz. Verschiedene Breisorten (aus verschiedenen 
Milzen) wirken verschieden stark. Es bestehen also nicht ganz einfache 
Beziehungen zwischen Breimenge und zugesetzter SH-Glutathionmenge; 
wahrscheinlich bildet sich zwischen beiden Faktoren ein Gleichgewichts- 
zustand aus. Ob dieser durch Adsorptionsvorgiinge oder durch Oxydation 
des zugesetzten SH-Glutathions herbeigefiihrt wird, haben wir nicht weiter 
untersucht. 

Wichtiger fiir unsere Versuchsmethodik war die Feststellung, daB 
zwischen den Gewebsfiltraten — die den Glutathionwert eines Brei-Glutathion- 
gemisches darstellen, das sich in einem Gleichgewichtszustand befindet — 
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und reduziertem Glutathion, das diesen zugesetzt wurde, keine Reaktionen 
stattfinden, so daB in diesem Falle das zugesetzte SH-Glutathion quantitatiy 
wiedergefunden wird (Tab. 8). 


Tabelle 8. 
Zusatz von SH-Glutathion zum Gewebsauszug. 
a) 15 cem Trichloressigsiiure-Auszug aus Milz = 2,70 mg SH-G. 


b) 1cem SH-G.-Lésung + 14 cem Wasser .. = 0,52 mg SH-G. 
ee a = 3,22 mg SH-G. 
ee oe: Ri oe ee eo wed = 3,20 mg SH-G. 


Die Ergebnisse dieser Priifungsversuche sind in folgender 
Methodik zur Bestimmung des SH-Glutathions zusammen- 
gefabt: Die méglichst frischen Organe werden im Latapie zu 
einem feinen Brei verarbeitet. Ktwa 5 g dieses Breies werden 
dann sofort mit 8°/, iger Trichloressigsiiure-Lésung sorgfiltig ver- 
rieben und in einem MeBkolben mit dieser Lisung auf 50 ccm 
aufgefiillt. Nach gutem Durchschiitteln wird durch ein Organ- 
filter filtriert bis das Filtrat ganz klar ist. 15 ccm des Filtrats 
werden dann unter Zusatz von KJ und 10 Tropfen 1°/, iger 
Stiirkelésung mit n/100-Jodlésung bis zur Farbe der Vergleichs- 
lésung (S. 262) titriert (1 com n/100 J = 3,07mg SH-Glutathion). 
Die Menge des KJ-Zusatzes wird nach den empirischen Werten 
von Grassmann und Hanschke (Tab.1a) berechnet; pro 0,3 mg 
SH-Glutathion in 1 ccm Lésung werden 2 mg KJ zugesetzt. Ist 
die Glutathionkonzentration héher, so wird das Volumen ent- 
sprechend vergréBert. Es ist deshalb bei unbekanntem Glutathion- 
gehalt zur Feststellung der ungefihren Glutathionkonzentration 
eine Vortitration mit etwas KJ notwendig. Der Leerwert der 
Trichloressigsiure mit KJ-Zusatz ist von dem gefundenen Jod- 
wert abzuziehen. Alle Operationen sind méglichst rasch vor- 
zunehmen, da beim Stehenbleiben der Lésungen, vor allem des 
Filtrats, Verluste an Glutathion eintreten. 


Bestimmung des Gesamt-Glutathions. Zur Bestimmung des Gesamt- 
glutathions hat Kiihnau (a.a.0O.) eine Methodik angegeben, in welcher der 
Disulfidanteil nach Reduktion durch KCN gemeinsam mit dem schon vor- 
handenen Sulfhydrylanteil jodometrisch bestimmt wird. In Anlehnung an 
diese Methode haben wir versucht das Gesamtglutathion des Gewebsbreies 
zu erfassen. Um nicht fiir die Messung des Gesamtglutathions ein anderes 
Fillungsmittel zu gebrauchen wie fiir die SH-Glutathionbestimmung, haben 
wir an Stelle der von Kiihnau verwendeten Wolframsiure auch hier wieder 
8°/, ige Trichloressigsiiure benutzt, die nach der EnteiweiBung zur Ermég- 
lichung der Reduktion durch KCN mit Natronlauge auf pq etwa 10,5 ge- 
bracht wurde. Die Jodtitration erfolgte in der fiir das SH-Glutathion an 
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gegebenen Weise. Die Brauchbarkeit der Methode priiften wir zuniichst 
an einer Lésung von S-S-Glutathion, das durch Oxydation von SH-Glutathion 
mit der berechneten Menge von H,O, nach dem Verfahren von Schéberl’) 
hergestellt war. Die Menge des gewonnenen S-S-Glutathions wurde nach 
den Angaben von Kihnau (a. a. O.) bestimmt (Fiillung als Quecksilbersalz, 
Reduktion mit H,S, Jodtitration). (Tab. 9.) 


Tabelle 9. 

Reduktion einer S-S-Glutathionlésung durch KCN. 
Ansatz: 1 ecem S-S-Glutathionlésung (= 2,36 mg), 14 ecm 8°/, ige Trichlor- 
essigsiure, 3,3 cem 2n-NaOH, 5 cem n/1-NH,-NH,Cl (py 10,5), 5 cem 6°/, ige 
KCN-Lésung. Nach verschieden langer Einwirkungsdauer der KCN-Loésung 
wird mit 15eem 2n-H,SO, angeséuert und nach Zusatz von 1,2 cem 25°/,iger 

KJ-Lésung mit n/100-Jodlésung titriert. Leerwerte sind abgezogen. 











SH-G. gefunden nach 
S-S-G. zugesetzt | 5 Min. | 30 Min. | 60 Min. 


Reduktionsdauer 
mg mg | mg | mg 
2,36 163 | 1,84 | 1,84 





(69°/9) | (78%) | (78/0) 


Die Tabelle zeigt, daB die Menge des durch KCN reduzierten Gluta- 
thions mit langerer Einwirkungsdauer zunimmt; die Reduktion erfolgt aber 
nicht zu 100°/,, so daB das gesamte S-S-Glutathion nicht wiedergefunden wird. 

Bei Anwendung von KCN im Gewebsbrei zeigt sich die weitere Schwierig- 
keit, daB die gefundenen Glutathionwerte wihrend der zur Reduktion des 
Disulfidanteils notwendigen Einwirkungszeit immer mehr abnehmen, ein 
Vorgang, der auch aus den Versuchsprotokollen yon Bierich und Rosen- 
bohm (a.a. 0.) hervorgeht. (Tab. 10.) 


Tabelle 10. 


Reduktion durch KCN im Gewebsbrei. 
Ansatz wie bei Tab. 9; an Stelle der S-S-Glutathionlésung und der Trichlor- 
essigsiure treten 15 ccm Trichloressigsiure-Gewebsextrakt. 





mg SH-G. in 100 g Frischgew. nach _ 


0 Min. | 5 Min. | 30 Min. 
Reduktionszeit 
424 385 349 


Die Versuche mit Wolframsiurefillung nach der Originalvorschrift von 
Kiihnau ergaben ganz ihnliche Resultate. Durch die Blausiure wird also 
wohl eine Reduktion des S-S-Glutathions herbeigefiihrt, die aber nicht voll- 
stiindig ist, sondern nach 30 Minuten etwa 80°/, betriigt. Da im Gewebsbrei aber 


1) Diese Z. 209, 231 (1932). 
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nach 30 Minuten langer Einwirkung der Blausiure, wie es zu einer maximalen 
Reduktion notwendig ist, die gefundenen Glutathionwerte schon stark ab- 
gesunken sind, schien die Methode fiir unsere Untersuchungen nicht ge- 
eignet zu sein. 


Eine zweite Methode bedient sich der Blaufairbung der Phos- 
phorwolframsiure im alkalischen Medium in Gegenwart von Natrium- 
sulfit zur Bestimmung der SH-Gruppen und der zu Sulfhydry] 
reduzierten Disulfidgruppen. Dieses von Rimington’) verbesserte 
und von ihm zur Cystein- und Cystinbestimmung beniitzte Ver- 
fahren haben wir an Glutathionlésungen ausprobiert. Es ist an- 
zunehmen, daB hierbei au8er Sulfhydrylgruppen auch noch andere 
reduzierende Substanzen mitbestimmt werden; doch lagen bei 
unserem Material die Werte regelmiiBig niedriger als die durch 
Jodtitration gefundenen. 


Die Priifung an SH-Glutathionlésungen von verschiedener Konzen- 
tration geschah in folgender Weise: 

Ansatz: 1,0cem SH-Glutathionlésung (0,3 — 3,0mg), 4,0 cem 8°/, ige 
Trichloressigsiure, 0,94 cem 2 n-NaOH, 2,0 cem 20°/, ige Natriumsulfitlésung. 
Nach 5 Minuten dazu: 8,0 cem 3n-Sodalésung, 5,0 cem 40°/, ige Harnstoff- 
lésung, 4,0 ceem Phosphorwolframsiiure-Lésung [nach Folin und Marenzi’®).. 
Nach 5 Minuten mit 3°/, iger Natriumsulfitlésung auf 50 cem aufgefiillt. 

Die Blaufirbung ist ziemlich stabil und gut geeignet zur colorimetrischen 
Bestimmung. Mit dem Pulffrich’schen Stufenphotometer (Filter S 57, 
Ciivettendicke 0,5 cm) kénnen Eichkurven hergestellt werden, die in einem 
Konzentrationsbereich yon 0,3—1,8 mg SH-Glutathion pro 50 cem Volumen 
sehr gut iibereinstimmende Werte ergeben. Bei héheren Konzentrationen 
nehmen dann die Farbtiefen nicht mehr entsprechend zu. Keine Cystein- 
lésungen ergeben etwas héhere Werte als SH-Glutathionlésungen, und zwar 
entspricht 1 Mol Cystein = 1,16 Mol SH-Glutathion, was bei cysteinhaltigen 
Gewebsausziigen zu beachten ist. 


Tabelle 11. 


Reduktion einer S-S-Glutathionlésung durch 
Phosphorwolframsiure. 
Ansatz wie oben angegeben; an Stelle der SH-Glutathionlésung tritt 1,0 ecm 
S-S-Glutathionlésung (= 2,06 mg) oxydiert nach Schéberl. Die Einwirkungs- 
dauer der 20°/, igen Natriumsulfitlésung betrug 5 Minuten und 30 Minuten. 

















‘SH-G. gefunden nach 
Reduktionsdauer 
mg mg ibs 
2,06 _ 1,23 | 1,23 
(60°/,) (60 °/,) 








1) Biochemie. J. 24 II, 114 (1930). 
2) J. of biol. Chem. 83, 109 (1929). 
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Es werden 60°/, des in der Lésung enthaltenen S-S-Glutathions reduziert, 
und zwar sowohl bei 5 Minuten wie bei 30 Minuten Reduktionsdauer. Die 
maximale Reduktion ist aber schon nach 5 Minuten erreicht. 


Tabelle 12. 


Reduktion der einem Gewebsauszug zugesetzten S-S-Glutathion- 
lésung durch Phosphorwolframsiure. 
Reduktionsdauer 5 Minuten, Volumen 50 ccm. 


Y 


a) 2cem Gewebsauszug (bestimmt nach der Methode S. 269) = 0,52 mg SH-G. 
b) 2,0cem S-S-Glutathionlésung (= 0,51 mg) . = 0,51 mg S-S-G. 
a+b berechnet . .=1,03mg SH-G. 
a +b gefunden . =0,77mg SH-G. 


Wenn man also annimmt, daB das Glutathion des Gewebsauszuges 
auch in der Mischung wieder vollstindig gefunden wird, so werden von 
dem zugesetzten S-S-Glutathion im Gewebsauszug 0,25 mg = 50°/, zu SH- 
Glutathion reduziert. 

Die Phosphorwolframsiure-Methode erfaBt also auch nicht das 
gesamte im Trichloressigsiiure-Auszug aus dem Gewebsbrei geliéste 
SS-Glutathion, mindestens aber einen Teil, etwa 50°/,1). Es handelt 
sich also auch bei ihr um kein Verfahren zur Bestimmung des 
Gesamtglutathions im Gewebsbrei, sie gestattet aber immerhin die 
Beurteilung der vorhandenen Mengen von S—S-Glutathion. Wenn 
es sich also, wie in unserem Falle beim infarzierten Gewebe, darum 
handelt zu priifen, ob nicht unbedeutende Mengen von SH-Gluta- 
thion zu S—S-Glutathion oxydiert wurden, so ist die Phosphor- 
wolframsiure-Methode dafiir brauchbar, da gréBere Mengen von 
reduzierbarem S—S-Glutathion dem Nachweis nicht entgehen wiirden. 
Gegeniiber der Blausiiuremethode hat sie den Vorzug, daB auch 
im Gewebsbrei bei geniigend langer Reduktionsdauer keine Ver- 
minderung der Werte auftritt. Ein direkter Vergleich der Werte, 
die mit den verschiedenen Verfahren in Gewebsbreien gefunden 
wurden (Jodtitration, Phosphorwolframsiure-Methode, aber auch 
Jodtitration mit und ohne KCN-Zusatz, zumal bei verschiedenen 
EnteiweiBungsmitteln) erscheint uns untunlich, da sich der Bereich 
der mit den einzelnen Methoden erfaBten Substanzen nicht ein- 
wandfrei abgrenzen labt. 

Versuchsanordnung fiir die Phosphorwolframsiure- 
Methode: Die Herstellung der Gewebsausziige mit 8°/, iger Tri- 
chloressigsiure-Lésung erfolgt nach der Vorschrift 8.266, 2—5 ccm 
dieses Auszuges werden mit der entsprechenden Menge 2n-NaOQH 
auf p,, etwa 10,5 gebracht, mit 2ccm 20°/, iger Natriumsulfitlésung 





1) Vgl. dazu: Clarke, J. of biol. Chem. 97, 235 (1932). 
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(Na,SO,) versetzt und 5 Minuten stehen gelassen. Dann werden 
8 ccm 3n-Sodalésung, 5 ccm 40°/, ige Harnstofflésung und 4 ccm 
Phosphorwolframsiure-Lésung (nach Folin und Marenzi a.a.(,) 
zugesetzt und wieder 5 Minuten stehen gelassen. SchlieBlich mit 
3°/,iger Natriumsufitlésung auf 50 ccm aufgefiillt. Der Ansatz 
wird dann im Pulffrich-Stufenphotometer bei Verwendung von 
Filter S 57 in einer Cuvette von 0,5 cm Durchmesser colorimetriert. 
Als Nullwert wird eine in gleicher Weise frisch zubereitete Lisung, 


Tabelle 13. 
SH-Glutathiongehalt des Infarktgewebes. 














Material Dauer der 
Reet Unterbindung 
Kaninchenleber 1 Std. 
Kaninchenniere 7 
Kaninchenleber Sy 
9 
99 = 7 
Kaninchenniere 2'/ 


99 
Hundeniere . 
Kaninchenniere 


99 
Hundemilz 
Hundeniere . 


99 


Kaninchenniere 


9 


99 
Kaninchenleber 
Kaninchenniere 


9 
39 


9 
Hundeniere. . 
Menschl. Milz. 

» Struma 
5 Leber. 








49 
6 Std. (A. + V.) 

16 Std. (A. + V.) 
17 Std. 

24 Std. (Reimpl.) 
40 Std. 
48, 

48'/, Std. (Reimp!.) 
48%/, Std. (Reimp!.) 

60 Std. (Art. Ast) 

72 Std. (A. + V.) 

72 Std. (Reimpl.) 
72 Std. 

95 Std. (Reimpl.) 
102 Std. (A. + V.) 
85/, Tage (A. + V.) 

9 Tage 
9"/o 55 
Totalinfarkt 
Nekrose 
Ca-Metastase 








SH-Glutathion 
mg in 100 g Frischgew. 





Normal 





294 

211 

431 

438 

181,8 
268,4 
239,2 
256,6 
393,7 
180,0 
433,4 
237,8 
140,4 
152,5 
138,7 
223.0 
888,0 
268,9 
219,0 
223,0 
238,0 
152,0 
166,5 

(nicht nekr.) 








Infarkt 


in °/, des 








Infarkt Normalen 
278 94,7 
135 64,0 
188 43,7 
371 85,0 

97,6 53,7 
193,0 72,0 
138,9 58,2 

56,0 21,8 ') 
133,6 34,0 

21,3 11,8 

37,0 8,5 

14,7 6,2 

8,6 6,1 
16,5 10,8 
4,8 3,4 
19,8 8,9 2) 
0,0 0,0 
0,0 0,0 
15,7 7,0 
0,0 0,0 
9,1 3,8 
25,9 17,0 
71,3 ints 
0,0 0,0 
0,0 0,0) 
(nekrot.) 


1) Ein Teil der unterbundenen Niere war nicht infarziert und enthielt 
noch 223,6 mg-°/, SH-Glutathion. 

2) Die Hialfte der normalen Niere wurde 72 Stunden bei 37° im Brut- 
schrank aufbewahrt; sie enthielt noch 46,4 mg-°/, SH-Glutathion. 

8) Leber (ohne Metastase) = 174,5 mg-°/, SH-Glutathion. 


Nekrose im Zentrum der Metastase = 47,6 mg-°/, SH-Glutathion. 


Erweichte 
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die an Stelle des Gewebsauszuges nur Trichloressigsiiure enthilt, 
eingesetzt und aus einer Kichkurve der dem gefundenen Wert 
entsprechende Glutathiongehalt entnommen. Die Hichkurve wird 
in der gleichen Weise unter Verwendung von bekannten SH- 
Glutathionmengen hergestellt. Die brauchbaren Werte liegen in 
einem Konzentrationsbereich von 0,3—1,8 mg SH-Glutathion pro 
50 cem des Ansatzes. 


Untersuchungsmaterial: Das zur Untersuchung verwendete infar- 
zierte Gewebe haben wir durch GefiBunterbindung bei den Versuchstieren 
(in Athernarkose) kiinstlich erzeugt. An den Nieren wurde gewobnlich nur 
die Art. ren. am Hilus unterbunden, manchmal auch die Art. und V. ren. 
gleichzeitig (in der Tabelle: A. + V.). Als Reimplantate bezeichnen wir die 
Nieren, die nach Unterbindung der GefiBe und des Ureters abgetragen und 
entweder im Operationsgebiet selbst liegen gelassen oder in die Bauchhéhle 
versenkt wurden. Die Unterbindung der Art. ren. fiihrte nach etwa 48 Stunden 
zu typischen aniimischen Infarkten; bei Unterbindung von Arterie und Vene 
hatten die Infarkte durch groBe Blutfiille mehr haemorrhagischen Charakter. 
An der Leber wurden die Infarkte durch festes Abschniiren eines Lappens 
erzielt; auch sie hatten vorwiegend himorrhagischen Charakter.’) Zum 
Vergleich wurde die gesunde Niere bzw. der Rest der Leber (unter Ver- 
werfung der dem infarzierten Teil benachbarten Stiicke) verwendet. Die 
menschlichen Organteile sind aus Leichen entnommen. 


Tabelle 14. 
SH-Glutathiongehalt des postmortalen Gewebes. 
































Material Temperatur | mg SH-Glutathion in 100 g Frischgewicht. 
Stunden seit dem Tode 
0 ay, | 4M, 
Kaninchenleber 37° 438 567 =|) 454 
Stunden seit dem Tode 
"4 | 1*/, | 49/5 
Kaninchenleber s7° 294 | 351 #+| 350 — 
Stunden seit dem Tode 
la | 1*/, | 6 23"/s 
Schweineleber 37° 235 | 808} 807] AT 
Stunden seit dem Tode 
1 | BY, | 26 49 
Schweineleber Die ersten 395 | 465,5 | 458 436,5 
Schweinemilz 6 Std. 20°, 293,7 | 320,8 | 310,9 307,5 
Schweineniere dann 6° 232 | 2172 | -230,5 215,0 


1) Eine genauere histologische Beschreibung des Materials findet sich 
in der Inaug.-Diss. von M. Kurz, Miinchen 1933. 
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Tabelle 15. 
Haltbarkeit von SH-Glutathionlésungen bei 37°. 
Die Lésungen wurden in Erlenmeyerkolben, mit etwas Toluol versetzt, 
Brutschrank gehalten; py = 5,1 und 7,1 wurde mit n/10-NaOH eingeste 
Pu = 3,1 ist das natiirliche p,; der Lésung. 
Pu-Verschiebung wihrend des Versuches: 
1,07 —7,64—7,69 
5,11—5,68—5,71—5,75 
8,29—3,49—3,72—3,62. 




















Std Pu = 3,1 PH = 9,1 Po = 7,1 _ 
— |mg SH-G.| 9, + =|mgSH-G.| % |mgSH-G.|  %, 
0 12,48 100 9,22 | 100 7,23 100 
5 ve wie 592 | 64,2 1,65 22 
22 i = 0,88 | 9,5 0,00 0 
29 ve ses 026 | 29 
48 9,03 72,5 000 | 0 
72 7,95 63,7 | 
120 6 37,4 | 

















Tabelle 16. 
Reduzierbarkeit einer durch Stehen oxydierten 
SH-Glutathionlésung. 











Zeitdauer des Stehens: 
Pp | Temp. 0 Std. 70 Std. 7 Tg. 
Jodtitr. | Ph.-W.-S.| Jodtitr. | Ph.-W.-S| Jodtitr.|  Ph.-W.-S. 














7,5] 37° | 2,79 si 0,0 1,56 0,0 | 0,48mg SH- 
| (55,9 °/5) | (17°/,) pro ec 

Das mit der Phosphorwolframsiiure (Ph.-W.-S.) reduzierte Glutathi 
konnte auch als Cupro-Glutathion identifiziert werden. 














Tabelle 17. 
Glutathiongehalt (mach der Phosphorwolframsiure-Method 
im postmortalen Gewebe. 




















Material Temp. | Glutathiongehalt (mg in 100g Frischgewicht 
Stunden nach dem Tode 
0 | 2/4 | 4% 
Kaninchenleber 37° 421 | 346 348 








Stunden nach dem Tode 

"4 1"/, 4°), 
Kaninchenleber 37° 305 | 294 168 
Pu = 7,30 | — Pu = 6,90 | 
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Tabelle 17 (Fortsetzung). 





—m 














Material Temp. Glutathiongehalt (mg in 100 8 sinestneatiah vans 
F Stunden nach dem Tode 
"Ia | 1"/, | 6 |  23*/, 
Schweineleber 37° 273 } 293 | 238 | 164 
Pu = 6,53 | py = 6,48 | py = 6,31 | py = 5,48 








Tabelle 18. 


Glutathiongehalt (mach der Phosphorwolframsiure-Methode) 
im Infarktgewebe. 




















Dauer der Glutathion (mg in 100 g Frischgewicht) 
Material Unterbindung | l r 
Normal | Infarkt | 0% im "/o 
= + + V.) — | on | des Normalen 
~ eS eee | — — _ — == — —— 
Kaninchenleber 1 Std. 305 | 297 97,5 
Kaninchenniere S « 107 73,6 68,8 
Kaninchenleber tw 421 | 226 54 
Kaninchenniere 60, 67,8 | 13,9 20,5 
n 102, 145,7 0,0 0 








Tabelle 19. 


Po = Werte des Infarktgewebes. 


Die Werte sind mit der Gaskette (Wasserstoff-Platin oder Chinhydron—Platin) 




















gemessen. 
Sateste Py des Py des 
Material Infarkts normalen Teils 
Kanindbenstene, Inf. 4'/, st d. 7,6 — 
” » 48 ” 1,8 6,9 
” » 42 ” 4,0 6,0 
” ” (2 ” f,6 6,9 
| Kaninchenleber, Inf. 73 sii 3s 8,0 6,8 
Kaninchenniere (A. + V.) Inf. 8%, Tag tiber 7,9 7,0 
(A. 4. V.) Inf. 9 Tage 8,3 sani 
Kiisige } Nekrose der Nebenniere (Leiche) 7,1 — 
Milzinfarkt (Leiche) 7,3 6,4 
| Nekrot. Struma (Leiche) . 8,4 — 


ichgewicht) 








Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt mit giitiger Unter- 
stiittzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der Miinchner Universititsgesellschaft, wofiir wir auch 
an dieser Stelle bestens danken. 

Ferner danken wir Friulein Ruth Kippler fir ihre wert- 
'volle technische Assistenz. 
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Studien iiber Phosphatase. I. 
Von 
Gésta Ehrensviird. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1933.) 


Die Gruppe der phosphorsiiurespaltenden Enzyme ist in d 
letzten Zeit mehr und mehr aktuell geworden, besonders dur 
das Studium von dem Eingriff der Phosphatasen in mehrere Fun 
tionen des menschlichen Organismus. Die friihere Ansicht, d: 
es mehrere Phosphatasen giibe, die Ester von Orthophosphorsiu 
spalten, wurde durch die Untersuchungen von Kay’), Homme 
berg’), Robison®), Levene‘) und Waldschmidt-Leitz5) wide 
leet. Diese Untersuchungen haben gezeigt, daB die animalisch: 
Phosphatasen aus verschiedenen Organen aus einem und demselh¢ 
Enzym, der Phosphoesterase, bestehen. Dagegen sind bei derSpaltur 
Pyrophosphorsiureester ein oder mehrere Pyrophosphatasen °) b 
teiligt, wihrend ein besonderes Enzym fiir die Spaltung der Pho 
phagene“) verantwortlich sein soll. 

Die Organe, die fiir die Herstellung von Phosphoesteras 
praparaten am meisten geeignet sind, sind die Nieren und d 
Knochenepiphysen. Aus beiden dieser Organe sind sehr wirksan 
Trockenpriparate dargestellt, aus Niere durch Erdtman§) und at 





1) Kay, J. Amer. Chem. Soc. 1929, 524; Kay u. Lee, J. of bic 
Chem. 91, 135 (1931). 

*) Hommerberg, Diese Z. 185, 123 (1929). 

8) Robison, Biochem. Z. 10, 395 (1929). 

*) Levene u. Dillon, J. of biol. Chem. 88, 753 (1930/31). 

°») Waldschmidt-Leitz, Biochem. Z. 258, 360 (1933). 

®) Lohmann, Naturw. 16, 298 (1928); Kurata, J. of biol. Cher 
Tokyo 14, 25 (1931); Jacobsen, Biochem. Z. 242, 292 (1931). 

”) Waldschmidt-Leitz, Biochem. Z. 258, 860 (1933); Lohman: 
Biochem. Z. 194 306 (1928). 

8) Erdtman, Diese Z. 177, 211 (1928). 
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Knochen durch Robison’), dessen Priiparate wahrscheinlich die 
am stiirksten bisher dargestellten Phosphatasepriiparate sind. 

Ein Vergleich zwischen den Priparaten aus Niere und den 
aus Knochen zeigt, daB die letzteren viel wirksamer sind als die 
ersteren. Es scheint, als ob die Nierenpriiparate im Vergleich mit 
den Knochenpraparaten mit einer weit gréBeren Menge inaktiver 
Stoffe verunreinigt sind. Der Verfasser hat nun einige Reinigungs- 
yversuche mit Trockenpriparaten aus Niere gemacht und dabei 
eine Arbeitsmethode ausgearbeitet, die zu Enzympriparaten fiihrt, 
die hinsichtlich des Spaltungsvermégens mit den wirksamsten 
Priiparaten aus Knochen verglichen werden kénnen. Im folgenden 
wird immer unter Phosphatase Priiparate von Phosphoesterase 
verstanden. 


Versuchsmaterial und Methodik. 


Substrat. Als Substrat fiir die Spaltungen wurde das Na-Salz der 
(G:lycerinphosphorsiure, Glycerophosphat Merck, verwendet. Ungefihr 30 g 
wurden in 1 Liter destilliertes Wasser gelést und der genaue Phosphorgehalt 
durch Verbrennung mit konz. H,SO, und Perhydrol bestimmt. Sie betrug 
2,66 mg P/eem. Von dieser Stammlésung wurden zu den Versuchen 5 cem 
mit destilliertem Wasser auf 100 cem verdiinnt. Der Gehalt an anorganischem 
Phosphat war so gering, daB er unberiicksichtigt gelassen werden konnte. 

Puffer. Es wurde der Veronalnatriumpuffer yon Michaelis®) ver- 
wendet und der py elektrometrisch eingestellt. Fiir die vergleichende Priifung 
der verschiedenen Trockenpriiparate wurde immer ein Puffer von py = 9,0 


- verwendet. 


Bestimmung der freigemachten Phosphorsaure. Es wurde die Strych- 
nin-molybdatmethode von Emb den *) verwendet, nachdem diein der Reaktions- 
mischung befindlichen EiweiBstoffe mit Trichloressigsiure gefillt waren. 

Methodik. Beim Vergleich und Priifung der verschiedenen Enzym- 
priiparate wurde wie folgt verfahren. Zu der Reaktionsmischung, die aus 
30 cem Glycerophosphatlésung, 10 cem Puffer und einigen Tropfen Toluol 
bestand, wurden 10 mg Trockenpriiparat zugesetzt und die Mischung im 
Thermostaten bei 37° geschiittelt. Nach 20, 40 und 80 Minuten wurden 
10 cem herauspipettiert und mit 10 ccm 10°/,iger Trichloressigsiure versetzt. 
Nach 5 Minuten wurde von den ausgefiillten EiweiBstoffen abfiltriert, 15 ccm 
des Filtrates mit destilliertem Wasser auf 30 ccm aufgefiillt, 10 cem Embden- 
reagens hinzugefiigt und die entstandene Fillung abfiltriert und gewogen. 
Der Gesamtphosphorgehalt der Reaktionsmischung betrug 4,00mg, der 


jeder einzelnen Probe also 100mg. Jeder angegebene Phos- 


phorwert in mg P ist das Mittel aus 2 oder 3 Bestimmungen, 
Die Korrekturen fiir die aus dem Enzym selbst stammende freie Phos- 
phorsiiure sind in den P-Werten der Tabelle bereits enthalten. 





') Robison u. Martland, Biochem. Z. 21, 665 (1928). 
*) Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 (1931). 
*) Embden, Diese Z. 113, 138 (1921). 


19* 
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Herstellung von Trockenpraparaten. Als Ausgangsmaterial fiir die 
Darstellung von Phosphatasepriiparaten wurde Schweineniere ver- 
wandt, die nach dem Verfahren yon Erdtman}?) verarbeitet wurde. 
1 kg Niere ergab ungefihr 60 g Trockenpriparat. Zur Priifune 
verschiedener solcher rohen Priiparate muBte die oben erwiihnte 
Methode der Aktivititsbestimmung abgeiindert werden wegen des 
geringen Phosphatasegehalts der Priparate. Es wurden 20 mg 
Trockenpraparat angewandt und die Proben nach 1,3 und 5 Stunden 
entnommen. Fiir die weitere Reinigung wurden insgesamt 5 ver- 
schiedene Rohpriparate benutzt, deren Aktivitit folgende Ta- 
belle zeigt: 


20 mg Priparat. pp = 9, 37°. 




















Priiparat 1 3 5 Stunden 
1 0,155 0,275 0,381 
2 0,182 0,368 0,507 
3 0,191 0,379 0,559 
4 0,160 0,300 0,420 
5 0,167 0,313 0,478 


Vorbereitende Reinigungsversuche. Die bisher zur Reinigung 
von Nierenpraparaten angewandten Methoden waren Elution der 
Trockenpriparate mit verschiedenen Lisungen (Borat, Phosphat, 
NH, usw.) und darauf folgender Adsorption, z. B. an Tonerdehydrat. 
Die Anwendung des Reinigungsverfahrens von Erdtman?’) auf 
Praparat 1 ergab ein Priparat mit relativ kriftiger Wirkung. Weitere 
Adsorptionsversuche vermochten die Aktivitiit nicht wesentlich zu 
steigern. 

Nunmehr wurde versucht, durch enzymatische Abspaitung 
eines Teiles der im Enzympriparat enthaltenen EiweiBstoffe eine 
weitergehende Reinigung zu erzielen. Kine solche Methode fand 
sich schon angedeutet bei W. Hori*), der zeigte, daB die Aktivi- 
tit einer Lisung von Reiskleiephosphatase nach Behandlung mit 
Trypsin und Papain erhalten blieb. Es wurde daher folgender 
Vorversuch gemacht. 

20 g Rohpriiparat Nr. 2 wurden mit 100 cem H,O und 0,5 g Pankreatin 


18 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt, dann zentrifugiert und nach 
30stiindigem Dialysieren gegen flieBendes Wasser mit Alkohol und Ather 


gefillt und getrocknet. 





1) Erdtman, Diese Z. 171, 182 (1927). 
*) Erdtman, Diese Z. 177, 211 (1928). 
8) Hori, J. of biol. Chem. Tokyo 16, 87 (1932). 
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Der Vergleich mit dem Ausgangsmaterial ergab folgendes: 


20 mg Trockenpriparat. py = 9, 37°. 
































Priparat 1 3 5 Stunden 
2 0,155 0,275 0,381 
2a 0,148 0,328 0,447 
2b 0,201 0,365 0,467 


2a = Priparat 2 mit NH, eluiert. 
2b = Priiparat 2 mit Pankreatin behandelt. 


Trotz der kriftigen Einwirkung des Trypsinpriiparates ist 
also keine Schwiichung, sondern eine bedeutende Verstirkung der 
Aktivitit eingetreten. Der Versuch wurde wiederholt mit 30 g 
Priparat 3, die mit einer Lésung von 1 g Pankreatin in 300 ccm 
Wasser unter Zusatz von 100 ccm Boratpuffer nach Sérensen 
zur Erzielung des optimalen p, = 9 wihrend 24 Stunden ge- 
schiittelt wurden. Von einem gelbbraunen Bodensatz wurde ab- 
zentrifugiert, die gelbe Lésung 36 Stunden lang dialysiert und 
danach mit Alkohol und Ather gefiillt. Die Aktivitit des Trocken- 
priparates wurde mit der eines nach Robison aus Epiphysen 
dargestellten Priparates verglichen. 


10 mg Trockenpriparat. py = 9, 37°. 











Priparat | 20 40 | 80 Minuten 
3a 0,280 0,424 0,638 
B 0,353 0,497 0,631 








3a = Nierenpriparat mit Trypsin behandelt. B = Priparat aus Knochen. 


Die Tabelle zeigt, daB die Aktivitit der beiden Priparate 
von derselben GréBenordnung ist. Dies ist bemerkenswert, weil, 
wie oben erwahnt, alle bisher dargestellten Nierenpriiparate wesent- 
lich geringeren Enzymgehalt aufwiesen als die Priparate aus 
Knochen. Auch in seinen iibrigen EKigenschaften zeigt dieses 
Priiparat Ubereinstimmung mit dem Epiphysenpriparat. Es stellt 
ein rein weiBes Pulver dar, das in 20°/, Alkohol und in 20°/, 
Aceton fast vollstiindig léslich ist. Aus 30 g Rohpriparat wurden 
1,2 g gereinigtes Priiparat erhalten. 


Weitere Reinigungsversuche. Zur weiteren Reinigung wurden 
Umfallungsversuche in verdiinntem Alkohol oder Aceton gemacht. 
Wihrend die Umfillung aus verdiinntem Alkohol keine weitere 
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Steigerung der Aktivitét zur Folge hatte, wurde eine solche er- 
reicht, als man 0,5 g Priparat 3a in 50 ccm 20°/, Aceton léste, 
zentrifugierte und dann mit Aceton wieder vollstandig ausfillte. 


10 mg Trockenpriparat. py = 9, 37° 


























Priparat | 20 40 | 80 Minuten 
3b 0,368 0,511 0,674 
B 0,353 0,497 0,631 


3b = Priparat 3a mit Aceton gereinigt. B= Priiparat aus Knochen. 


Ferner wurden die Rohpriparate 4 und 5, zusammen 110g, 
mit 500 com H,O, 150 ccm Boratpuffer und 2 g Pankreatin bei 
Zimmertemperatur 24 Stunden geschiittelt, abzentrifugiert und die 
klare Liésung nach Zusatz einiger ccm CHCl, gegen Hiswasser 
36 Stunden dialysiert. Darauf wurde die Enzymlésung — 600 ccm 
— mit 3 Liter Aceton gefillt, die Fillung abzentrifugiert und mit 
Aceton und Ather getrocknet. Ausbeute 3,2 g. Die Wirksamkeit 
war die gleiche wie von Priparat 3a. 




















10 mg Trockenpriiparat. py = 9, 37° 
Priparat 20 40 | 80 Minuten 
4a 0,305 0,494 | 0,617 








4a = Rohpriparate 4 und 5 mit Pankreatin behandelt. 


Dieses Priparat wurde nun einer Reinigung mit 20°/, Aceton 
unterworfen und danach wurden Adsorptionsversuche mit ver- 
schiedenen Substanzen gemacht. Es zeigte sich, daB die Adsorption 
auf fein verteilte Stearinsiure fiir die weitere Reinigung des Enzyms 
besonders geeignet wirkte. Die besten Resultate ergab folgender 
Weg: 

3 g Priparat 4a wurden bei Zimmertemperatur mit 100 ccm 
20°/, Aceton 10 Minuten geschiittelt und danach abzentrifugiert. 
Der Riickstand wurde mit Aceton und Ather getrocknet: Pra- 
parat 4c. Von der klaren Lisung wurden 10 ccm mit Aceton 
gefallt und mit Aceton und Ather getrocknet: Priiparat 4b. Der 
Rest der Lisung — 90 ccm — wurde mit 110 ccm destilliertem 
Wasser verdiinnt und zusammen mit einer diinnwandigen Ampulle, 
die eine Lisung von 5 g Stearinsiiure, reinst, in 25 com Aceton 
enthielt, in eine Glasstopfenflasche gebracht. Durch kriftiges 
Schiitteln wurde die Ampulle zerbrochen und die dabei gebildete 
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Stearinsiuresuspension noch 10 Minuten geschiittelt. Dann wurde 
scharf abgesaugt. Durch Versetzen des Niederschlages mit 300 ccm 
Aceton wurde die Stearinsiiure gelést, waihrend die adsorbierten 
Stoffe als weiBe Fallung zuriickblieben. Diese wurde abzentrifugiert 
und durch 6maliges Waschen mit Aceton und Ather vollstiindig 
yon Stearinsiiure befreit: Trockenpriparat 4d. Die Restlésung 
yon der Adsorption wurde vollstindig mit Aceton gefillt, die 
Fallung mit Aceton und Ather zum Trockenpriiparat gemacht: 
Priparat 4e. 

Diese Priiparate wurden nun in bezug auf ihr Spaltungs- 
vermégen untereinander und mit den zwei Epiphysenpriiparaten B 
und B, verglichen. Das letztere war aus Kaninchenepiphysen auf 
dieselbe Weise wie das erstere dargestellt und zur Reinignng noch 
in Wasser geliést und mit Alkohol ausgefillt worden. 


10 mg Priparat. py = 9, 37° 





Priip. 20 40 |80 Min. 








4a | 0,305 | 0,494 | 0,617 | Rohpriparat mit Trypsin behandelt 

4b | 0,388 | 0,560 | 0,664 }| Dasselbe mit Aceton behandelt 

4¢ 0,243 | 0,312 | 0,349 | Der unldésliche Rest der Acetonbehandlung 
4d 0,238 | 0,330 | 0,455 | An der Stearinsiiure adsorbierte Stoffe 
4e | 0,525 | 0,642 | 0,728 | Restléisung der Adsorption 

B 0,353 | 0,497 | 0,631 | Préparat aus Epiphysen 

B, 0,348 | 0,501 | 0,614 | Umgefiilltes Epiphysenpriparat 
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Spaltungsgeschwindigkeiten der Priparate: 4a, 4b, 4e und B. 


Wie die Tabelle zeigt, war das Praiparat aus der Restlésung 
der Adsorption bedeutend stirker als die anderen Priparate. Die 
groBe anfingliche Spaltungsgeschwindigkeit lie es angezeigt er- 
scheinen, schon nach 10 Minuten eine Probe zu entnehmen. 
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10 mg Priiparat. py = 9, 37°. 


























Priiparat 10 20 40 80 Minuten 
B 0,221 0,342 0,467 0,625 
4b 0,260 0,386 0,524 0,677 
4e 0,328 0,521 0,653 0,725 


Aus den vorstehenden Kurven wurden folgende Halbwertzeiten 
erhalten: 
Pret, . . «= + 4a 4b 4e B 
Minuten...... 46 34 20 43 
Folgende Tabelle zeigt die Menge P, die durch 1 mg 
Knzym wihrend 1 Stunde freigemacht wird. 











Nierenpriiparat 4e. .... . 0,28 mg P 
Knochenpriparat B.... . 0,23 mg P 


Das reinste Nierenpriiparat stellt ein rein weiBes Pulver dar, 
das in Wasser, 20°/,igem Alkohol und 20°/,igem Aceton klar lés- 
lich ist. Es gab folgende EiweiBreaktionen: Biuret schwach, Millon 
positiv, Molisch positiv und Ninhydrinreaktion sehr stark. Es ent- 
hielt nur Spuren von anorganischem Phosphor. Der Gehalt an 
organischem P wurde nach Verbrennung mit H,SO, und H,0, 
bestimmt und betrug 0,68°/, P. 

Die Reinigungsversuche von Phosphoesterase aus Niere und 
Knochen sollen fortgesetzt werden. Ferner ist beabsichtigt, die 
Wirkung der Priparate auf organische Schwefelsiiureester zu 
untersuchen. 

Zusammenfassung. 


Ausgehend von Trockenpriiparaten aus Niere, kann man durch 
geeignete Behandlung derselben mit proteolytischen Enzymen 
hochaktive Trockenpraparate von Phosphoesterase darstellen, deren 
Gehalt an wirksamem Enzym gleich derjenigen von Priparaten 
aus Kaninchenepiphyse ist (vgl. S. 275). 

Durch anschlieBende Behandlung mit 20°/, Aceton und Ad- 
sorption an Stearinsiiure wurden Priiparate erhalten, die den 
Priparaten aus Knochen etwa 20°/, iiberlegen waren. 

Die Eiweifstoffe, die zu dem Enzympriparat gehéren, werden 
von Trypsin (Pankreaspriiparat) bei dessen optimalen p,, nicht 
angegriffen. 
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Zur Kenntnis der Ergostadien-triole. 
Von 
Th. Achtermann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1933.) 


Aus dem Ergosterin C,,H,,O sind durch Anlagerung von 
2 Hydroxylgruppen an eine Doppelbindung mehrere Ergostadien- 
triole C,,H,,O, erhalten worden. 

Das erste Triol, das Ergostadien-triol I, wurde in der 
Weise dargestellt, daB am Licht, unter Verwendung von Kosin 
als Sensibilisator, ein Mol. Sauerstoff an Ergosterin addiert wurde 
und das entstandene Peroxyd mit Zinkstaub und Alkali zum Triol 
hydriert wurde.') Das so gebildete Ergostadien-triol I liefert in 
der Kilte mit Essigsiureanhydrid und Pyridin ein Monoacetat; 
beim Erwiirmen mit Essigsiureanhydrid spaltet es leicht Wasser ab. 
Auch bei der Destillation im Hochvakuum verliert das Ergostadien- 
triol I Wasser und lhefert einen 4fach ungesittigten Alkohol 
C,,H,,O, das Dehydro-ergosterin; dieser entsteht auch bei 
der Dehydrierung des Ergosterins mit Mercuriacetat; bei der 
Destillation des Triols ist also nur das urspriinglich im Ergo- 
sterin vorhandene Hydroxyl erhalten geblieben. Bei der Ein- 
wirkung von Natrium und Athylalkohol (Propylalkohol) wird das 
Triol I in Dihydro-ergosterin C,,H,,O iibergefiihrt, bei der 
vorsichtigen katalytischen Hydrierung in alkoholischer Liésung 
liefert es das Ergostendiol?) C,,H,.0,, bei energischer Hydrierung 
in essigsaurer Lésung bildet sich der gesiittigte einwertige Alkohol 
des Ergosterins, das Ergostanol C,,H,,0. 

Fiir das Ergostadien-triol I ist es also charakteristisch, daB es 
sehr leicht Wasser abspaltet und unter verschiedenen Versuchsbedin- 
gungen leicht in ein- oder zweiwertige Alkohole itiberzugehen vermag. 


1) Windaus, Bergmann u. Liittringhaus, Liebigs Ann. 472, 195 
(1929). 

*) Ergostendiol ist in der Seitenkette abgesiittigt und besitzt nur noch 
eine Doppelbindung im Kern. Die friiher aufgestellte Behauptung [(Windaus 
Auhagen, Bergmann, Butte, Liebigs Ann. 477, 268 (1930)], daB das- 
selbe Ergostendiol auch aus dem Dehydro-ergosterin-peroxyd darstellbar 
sei, ist ein Irrtum. Es handelt sich in diesem Falle um ein Ergostadien- 
diol, das noch eine Doppelbindung in der Seitenkette besitzt (Guiteras, 
Dissertation, Gottingen 1932). 
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Ein zweites Triol?), das Ergostadien-triol II, entsteht in 
Form eines Monobenzoats, wenn man Ergosterin mit einem Mol. 
Benzopersiiure oxydiert.2) Das freie Triol II liefert Diacyl- 
verbindungen und zeigt nicht dieselbe grofe Neigung zur Wasser- 
abspaltung wie sein Isomeres I. Bei der katalytischen Hydrierung 
addiert das Trioldiacetat ein Mol. Wasserstoff in der Seitenkette 
und liefert ein Ergostentriol-diacetat, aus dem sich das 
Ergostentriol C,,H,.0, selbst isolieren lat; das Ergostentriol 
enthalt im Kern noch eine sehr schwer hydr ierbare Doppelbindung; 
bei der Oxydation mit Chromsiiureanhydrid gibt es einen Diketo- 
alkohol, das Ergosten-dion-ol*); von den drei Hydroxylgruppen 
des Triols sind also zwei sekundir und eine tertiiir gebunden; 
die Doppelbindung des Ergosterins, an die sich das Sauerstoff- 
atom der Benzopersiiure in 1,2-Stellung addiert hat, muB also 


R—CH: C—R, 
| 


die Gruppierung enthalten. 


Ich habe nun einige Versuche vorgenommen, die beweisen, 
daB8 Triol I und II strukturidentisch und stereoisomer sind. Es 
ist mir nimlich gelungen auch aus dem T'riol [I Dehydro-ergosterin 
zu bereiten, und zwar auf folgendem Wege: 

Wahrend das TriolII im Vakuum unzersetzt destilliert, zer- 
fallt sein Monobenzoat unter denselben Bedingungen in Dehydro- 
ergosterin, Benzoesiure und Wasser; das Diacetat des Triols I] 
gibt bei der Destillation 1 Mol. Essigsiiure, 1 Mol. Wasser und 
Dehydro-ergosterylacetat. Das Ergostentriol und sein Diacetat 
destillieren dagegen unzersetzt. 

Von besonderer Bedeutung ist der folgende Versuch: Wird 
eine benzolische Lésung des Triols I mit Maleinsiiureanhydrid er- 
wairmt, spaltet zwar ein kleiner Teil Wasser ab und verbindet 
sich dann mit dem Maleinsiureanhydrid; die Hauptmenge lagert 
sich dagegen unter diesen Bedingungen in das stabilere Triol II um. 

Vermutlich werden im Triol I die Hydroxylgruppen in cis- 
Stellung, im Triol IT in trans-Stellung stehen. Das Triol II, das 
aus einem leicht aufspaltbaren Oxyd entstanden ist, enthilt die 
beiden neu hinzugekommenen Hydroxyle bestimmt in der «-Stellung, 
und dasselbe gilt also auch fir das Triol I und beweist, daB auch 
der molekulare Sauerstoff sich in 1,2-Stellung an das Ergosterin 
addiert hat wie das Sauerstoffatom. 





1) Ein dritttes Triol hat vermutlich Reinde! [Liebigs Ann. 466, 131 
(1928)] aus Ergosterin und Kaliumpermanganat dargestellt. 
2 Windaus u. Liittringhaus, Liebigs Ann. 481, 119 (1930), 
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Herrn Prof. Dr. Windaus danke ich fiir die Unterstiitzung 


in . 

ol. und Leitung meiner Versuche. 

yl Beschreibung der Versuche. 

<i Hochvakuumdestillation des Ergostadien-triol II1-monobenzoats. 
ng 0,3 g Ergostadien-triol-II-monobenzoat wurden bei 0,001 mm Hg aus 
- einer Retorte destilliert. Bei 160—170° schieden sich in der 
as | Vorlage feine, nadelférmige Krystalle ab, die durch Schmelzpunkt 
tol und Mischschmelzpunkt als Benzoesiiure identifiziert wurden. Die 
83 Hauptmenge der Substanz destillierte erst bei héherer Temperatur 
a als helles Ol iiber, das sehr bald krystallin erstarrte. Es wurde 
a aus Ather—Methanol umkrystallisiert, schmolz bei 142° und erwies 
se sich als Dehydro-ergosterin. 


18,4 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 
50 : a = + 1,32°, [w]29 =+ 143,4°% 

Zur Identifizierung wurde das Acetylderivat bereitet, das bei 146° 
schmolz und mit einem ebenso schmelzenden Dehydro-ergosterylacetat keine 


n, Schmelzpunktserniedrigung gab. 
Ns 2,715 mg Subst.: 8,170 mg CO,, 2,460 mg H,0. 


C,.H,,0, Ber. C 82,49 H 10,16 Gef. C 82,07 H 10,14. 





ws Hochvakuumdestillation des Ergostadien-triol I-diacetats. 0,35 ¢ 
its Ergostadien-triol [I-diacetat wurden bei 0,0005mm Hg destilliert. 
ie Bei 1835—140° spaltete sich Essigsiiure ab; bei etwas erhéhter l'empe- 
ll ratur destillierte die Hauptmenge der Substanz als Dehydro-ergosterin- 
“a acetat tiber, das nach dem Umkrystallisieren bei 146° schmolz. 
at 19,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 
a =+ 1,90°, [@]2° = + 192% 
3,260 mg Subst.: 9,85 mg CO,, 3,0 mg H,O. 

rd C.5H,,0, Ber. C 82,499, H 10,16,  Gef. C 82,40, H 10,30°%, 
r= Hochvakuumdestillation des Ergosten-triol II-diacetats. 0,25 2 
et Krgosten-triol II-diacetat wurden bei 200—210° und 0,0005 mm Hg 
rt aus einer Retorte destilliert. Das Destillat, das bereits in der 
n. | Vorlage krystallisierte, erwies sich durch Schmelzpunkt und 
S- Drehung als unveriindertes Ausgangsmaterial. 
LS 20,4 mg Subst., 2cem Chloroform, / = 1 dm, 
ie a =—0,10°, [a]2° = — 9,8°. 
cr, Wasserabspaltung aus Ergostadien-triol I im Bombenrohr. 0,55 ¢ 
h Ergostadien-triol I wurden mit 30 ccm absolutem Pyridin 6 Stunden 
n im Bombenrohr auf 190—200° erhitzt. Nach Abdampfen des Pyridins 

im Vakuum wurde der Riickstand in Ather gelist und mit Methanol 
, versetzt. Der Ather wurde bis zur beginnenden Krystallisation 


verdampft. Das Reaktionsprodukt erwies sich durch seinen Schmelz- 
punkt und denjenigen seines Acetates als Dehydro-ergosterin. 





